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Uber den Nucleinstoffwechsel. 


Von 


Katashi Makino. 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1934.) 


I. Mitteilung: Uber die fermentative Aufspaltung der Hefenucleinsdure 
mit Nucleotidase aus Kaninchendarm. 


In der vorliegenden Mitteilung soll die Aufarbeitung der 
fermentativen Hydrolyse der Hefenucleinsiure mit Nucleotidase 
aus Kaninchendiinndarmschleimhaut beschrieben werden. Es 
wurden Guanosin, Carnin (?), Inosin und Uridin erhalten. 


Im Jahre 1914 hatte Thannhauser zum ersten Male versucht, die 
Hefenucleinsiure mit Hilfe von menschlichem Duodenalsaft fermentativ 
aufzuspalten. Es gelang ihm, eine Substanz, Triphosphonucleinsiure ge- 
nannt, zu isolieren. Zusammen mit London und Mori konnte Levene 
mit Hilfe von Hundedarmsaft aus Thymonucleinsiure Guanosin, Inosin, 
Thymosin und Cytidinpikrat gewinnen. In letzter Zeit wurden derartige 
Versuche von Franz Bielschowsky und Willibald Klein im 
Thannhauserschen Laboratorium fortgesetzt, denen es mit Leichtigkeit 
gelungen war, mit Hilfe von Nucleotidase aus Kalbdarmschleimhaut aus 
Thymonucleinsiure Guanosin, Inosin, Thymosin und Cytidin zu isolieren. 

Die Isolierung des Hypoxanthindesoxyribosids beweist, da8 in der 
aus Darm gewonnenen Fermentlésung eine Desamidase enthalten ist, die 
die Aminogruppe in 6-Stellung des Purinkerns aus dem Adenosin bei intakter 
Purinzuckerbindung abspaltet. Das wesentliche der bisher beschriebenen 
Resultate ist die fermentative Aufspaltung der Thymonucleinsiiure in 
Purin- und Pyrimidinnucleoside. 


Im Gegensatz hierzu wurden aus meinen fermentativen 
Hydrolysen der Hefenucleinsiure mit Nucleotidase aus Kaninchen- 
darm Guanosin, Carnin (?), Inosin und Uridin isoliert: Inosin und 
Uridin sind als Desamidierungsprodukte des Adenosins und 
Cytidins anzusehen. Nach Jones und Perkins sind im Molekiil 
der Hefenucleinsiure nur drei Nucleoside Guanosin, Adenosin 
und Cytidin priformiert. Es gelang ihnen nicht, bei der Hydrolyse 
der Hefenucleinsiure mit 1°/, NaOH Uridinphosphorsaure zu 
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isolieren. 
aus Kaninchendarm Desamidasen enthalten sind, die Amino. 
gruppen in 6-Stellung sowohl von Purin- wie von Pyrimidip. 
kernen abspalten. 

In Vorversuchen wurde zunichst die Wirksamkeit der Ferment. 
priparate gepriift, die aus dem Diinndarm von 5 Kaninchen hergestel| 


waren, und zugleich der Gehalt an Nucleotidase in drei verschiedene, 
Abschnitten des Darms verglichen. 


Die Diinndirme wurden den Versuchstieren unmittelbar nach Tote, & 


durch Entbluten aus der Carotis entnommen, mit Wasser ausgespiilt und 
in drei Teile geteilt, wobei der oberste Abschnitt etwa '/,, der mittlere *, 
seiner Linge ausmachte. 

Jeder Abschnitt wurde im Mérser mit der 4fachen Menge Glycerin 
zermahlen, dann 48 Stunden bei 38° stehen gelassen, durch Verbandmull 
filtriert, im Eisschrank aufbewahrt. Kurz vor den Versuchen wurden die 
Extrakte mit dem doppelten Volumen Wasser verdiinnt. Als Substrat diente 
hefenucleinsaures Natrium (Merck). 

Die Fermentansiitze hatten folgende Zusammensetzung: Gesant. 
volumen 180 cem. Darin 60 cem einer 1,5°/,igen Substratlésung, 60 cem 

















Abgespalteter | Abgespalteter | Kontrolle, 
Nr. des Phosphor Purinstickstoff Stile 
Abschnitt im ganzen Di- | im ganzen Di- 
Tieres gestionsgemisch | gestionsgemisch| Phosphor 
in mg in mg in mg 
1 Oberer 46,0 Spur 
Mittlerer 54,54 12,6 7,2 
Unterer 57,14 14,7 
2 Oberer 30,15 8,2 
Mittlerer 51,24 10,3 9,1 
Unterer 62,34 10,7 
. «@ Oberer 27,26 7,2 
Mittlerer 30,48 10,4 8,9 
Unterer 31,02 9,3 
4 Oberer 41,47 Spur 
Mittlerer 52,23 7,0 8,5 
Unterer 53,02 8,7 
5 Oberer 38,45 10,4 
Mittlerer 39,15 11,3 7,5 
Unterer 40,78 11,6 
6 Oberer 41,24 10,1 
Mittlerer 49,84 14,2 8,1 
Unterer 49,84 15,7 
7 Oberer 87,29 8,2 
Mittlerer 40,57 9,4 9,0 
Unterer 52,38 10,9 














Kontrollen enthielten nur Spuren von freiem Purin. 


Aus meinen Versuchen folgt, daB im Enzympriparat | : 
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& Fermentlésung und 60 cem Aqua destill. Kontrolle: 60 cem der 30 Minuten 


aparat & aufgekochten Fermentlésung + 60 ccm 1,5°/,iger Substratlésung + 60 ccm 


Aqua destill. 


Jeder Ansatz wurde 30 Stunden lang in den Brutschrank gestellt, 
Dann wurde bei schwach essigsaurer Reaktion durch Kochen enteiweibt 


| und der abgespaltene Phosphor nach Bell-Doisy, freies Purin nach der 


Silbermethode von Salkowski bestimmt. 


1. Aus den Versuchen geht hervor, daB der obere Abschnitt 
Hefenucleinsiure weniger leicht spaltet als die beiden anderen, 
die sich voneinander kaum unterscheiden. 

2. Mit unseren Fermentpriparaten wurde auch eine geringe 
Menge Purine freigemacht. 


Isolierung von Nucleosiden aus Digestionsgemisch. 


Etwa 24 g hefenucleinsaures Natrium (Merck) wurde in 
100 ccm warmem Wasser gelést und 100 ccm Fermentlésung 
zugesetzt, die nach obigem Verfahren hergestellt war. Die Substrat- 
fermentliésung, die in einer gut schlieBenden I'lasche mit wenig 
Toluol iiberschichtet war, wurde 48 Stunden lang auf 38° C ge- 
halten. 5 com wurden zur Bestimmung des endgiiltigen Spalt- 
wertes entnommen. Sie wurden mit Trichloressigsiure enteiweiBt, 
die abgespaltete Phosphorsiure nach der Methode von Bell und 
Doisy bestimmt. 

Der Spaltungswert betrug 60°/,. Das ganze Gemisch wurde 
noch iiber Nacht in den Eisschrank gestellt. Nach 12stiindigem 
Stehen wurde ausgefallener gelatindser Niederschlag abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen, mit basischem Bleiacetat gefallt. Der 
voluminése Niederschlag wurde abgesaugt. Das Filtrat wurde mit 
Ammoniak und basischem Bleiacetat so lange behandelt, bis kein 
weiterer Niederschlag mehr auftrat. Der Blei-Ammoniaknieder- 
schlag wurde gut ausgewaschen, in heifem Wasser suspendiert, 
unter haufigem Umschiitteln mit Schwefelwasserstoff zersetzt und 
das Filtrat vom Bleisulfid bei 40° eingeengt, mit kaltgesittigter 
Pikrinséurelésung versetzt. Uber Nacht fiel eine in feinen Nadeln 
krystallisierende Substanz aus, die phosphorfrei war und starke 
Orcinreaktion gab. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser 
schmilzt sie bei 180—183°. 

Das Filtrat der gelatinésen Niederschlige wurde bei schwach 
essigsaurer Reaktion kurz gekocht, vom dabei entstehenden 
Niederschlag abgesaugt. 

Das enteiweiBte essigsaure Filtrat wurde mit einem Uber- 


schu8 von basischem Bleiacetat gefallt. Der voluminése Nieder- 
1° 
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schlag wurde abfiltriert und mit Wasser gut gewaschen (Nucleotid. 


fraktion). Das Filtrat wurde mit Ammoniak und Bleiacetat gy 
lange versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftrat. Der ans. 
gefallene voluminése Blei-Ammoniakniederschlag wurde abgesaugt, 
gut mit Wasser ausgewaschen, in der iiblichen Weise zersetzt und 
das Filtrat vom Bleisulfid bei 40° auf 20—30 ccm eingeengt, 

Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank schied sich eine 
in Nadeln krystallisierende Substanz aus. Sie schmilzt nach 


einmaligem Umkrystallisieren gegen 200°. Das Filtrat von dieser | 


Substanz wurde mit 2facher Menge Alkohol sorgfiltig versetzt, 
das vom dabei sofort entstehenden Niederschlag abgesaugte Filtrat 
lieferte nach einiger Zeit ein in feinen Nadeln krystallisierendes 
Produkt, das phosphorfrei war und starke Orcinreaktion gab, 
Der Schmelzpunkt stieg niemals iiber 230°, auch nicht nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren. 


21,320 mg Subst. brauchen 3,42 ccm n/10-Séiure zur Neutralisation, 


= N 22,47. 

Ber. fiir Guanosin C,,H,,0;,N,-2H,O WN 21,94. 

Zur Identifizierung wurde die Substanz nach Steudel u. Freise 
(Diese Z. 120, 126 [1922]) durch Behandeln mit Essigsiureanhydrid und 
Natriumacetat acetyliert, sie schmilzt nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol bei 226°. 

Es handelt sich um Guanosin. 

Beim Einengen des Filtrates von Guanosin im Exsiccator 
schied sich noch eine kreideweifie, unregelmiBig krystallisierende 
Substanz aus, phosphorfrei. Positive Orcinreaktion. Es lieB sich 
an Carnin denken, das nach Haiser und Wenzel (Monatshefte 
f. Chem. 29, 157 (1908) ein aquimolekulares Gemisch von Hypo- 
xanthin und Inosin ist. 

Stickstoffgehalt 26,94 °/,. Ber. fiir Carnin C,,H,,O,N, N 27,72. 

Schmelzpunkt: bei 230° verbriiunt, bei 240° verkohlt, ohne Zer- 
setzung. or bu 

Das Filtrat von Carnin (?) wurde im Exsiccator zur Trockne 
gebracht, mit 80°/, Alkohol heif extrahiert, vom Ungelésten ab- 
filtriert. Beim Erkalten fiel eine in Nadeln krystallisierende 
Substanz aus, die nach Umkrystallisation aus 80°/, Alkohol 
scharf bei 218° schmilzt. Orcinreaktion stark positiv. Phosphorfrei. 

Stickstoffbestimmung ergibt N 21,72 (Mikrokjeldahl). 

Ber. fiir Inosin C,,H,,.O;N, N 20,90. 
Das Filtrat von Inosin wurde zur Trockne eingedampit, 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt  lieferte 
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nach kurzem Stehen einen Niederschlag, dieser wurde abfiltriert, 
das Filtrat mit Ather versetzt und die dabei entstehende Triibung 
wieder durch Filtration entfernt. Beim Einengen des Alkohol- 
stherextraktes im Exsiccator fiel ein in Nadeln krystallisierender 
Niederschlag aus, der aus 90°/, Alkohol umkrystallisiert wurde. 


Schmelzp. 162—165°, verlangt fiir Uridin 164°. Orcinreaktion positiv, 
phosphorfrei. 
Zusammenfassung 


Bei der fermentativen Aufspaltung der Hefenucleinsiure 
mit Nucleotidase aus Kaninchendiinndarm gelingt es, Guanosin, 
Carnin (?), Inosin und Uridin zu isolieren. Inosin und Uridin sind 
als Desamidierungsprodukte des Adenosins und Cytidins an- 
gusehen. Das beweist also, daB in den Fermentpriaparaten aus 
Kaninchendiinndarm Desamidasen enthalten sind. 

Wenn man die kraftige pharmakologische Wirkung des 
Adenosins beriicksichtigt, so liegt der Gedanke nahe, dab der 
Diinndarm mit Hilfe von Desamidasen zur Entgiftung des 
Adenosins eine besondere Rolle zu spielen scheint. 





I. Mitteilung: Uber die fermentative Spaltung der Mononucleotide 
mit Nucleotidase aus Kaninchendiinndarm. 


In der I. Mitteilung wurden die Wirkungen der im Diinndarm 
enthaltenen Fermentsysteme auf Mononucleotide (Adenylsdure 
und Guanylsiure) untersucht. Es wurden aus Guanylsiure Guanosin, 
aus Adenylsiure Inosin erhalten und damit bewiesen, daf in 
meinem Enzymauszug neben Nucleophosphatase noch eine Des- 
amidase enthalten ist, die die in 6-Stellung stehende Amino- 
gruppe aus dem Adenosin bei intakter Purinkohlenhydratbindung 
abspaltet. Dagegen ist die in 2-Stellung stehende Aminogruppe 
schwer angreifbar. Beim Abbau der Guanylsiure mit dem Darm- 
ferment wurde festgestellt, daf in der Digestionsmischung keine 
nennenswerte Menge Ammoniak gebildet wird, wihrend aus der 
Adenylsiure Ammoniak mifig frei wird. 

Uber den Mechanismus der Inosinbildung aus Adenylsiiure 
lift sich soviel sagen, da der Hauptabbauweg der Hefe- 
adenylsiure auf dem Wege iiber Adenosin erfolgt. Neben ihm 
kann der Weg iiber Inosinphosphorsiure, falls er iiberhaupt be- 
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gangen wird, nur eine ganz untergeordnete Rolle spielen; dep, f 


die Desaminierung des Adeninnucleotids aus Hefenucleinsiiny; 
wird durch Gegenwart von Phosphaten stark gehemmt oder gan) 
aufgehoben, im Gegensatz dazu kann das Adenosin auch unte 
solchen Rsdinnensen immer sehr schnell desaminiert werdey, 

Die Phosphathemmung macht sich nur bei der Desaminierung 
der Adenylsaiure geltend, nicht aber bei der Cytosylsiiure. 

Doch kann das Geschehen im Herzen und Skelettmuskel mannigfaltig 
iiber Umwandlung des Adeninnucleotids informieren. Das Adeninnucleotij 
aus Hefenucleinsiure wird bekanntlich im Muskelbrei nicht desaminier, 
Das Muskelferment ist fiir Muskeladenylsiure allein wirksam (G. Schmidt, 
Beim Desaminierungsvorgang im Skelettmuskel machen sich im Herzey 
wesentliche Unterschiede geltend. Infolge der Anwesenheit einer Phos. 
phatase, welche das Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiiure in Adenosin 
iiberfiihrt, ist auch dieses Nucleotid auf dem Wege iiber Adenosin desani. 


nierbar. Diese Annahme kann aus der starken Phosphathemmung gut 
abgeleitet werden (P. Ostern u. T. Mann). 


Versuchsteil. 


1. Versuch mit Guanylsadure. 4,3 ¢ Guanylsiure (Ammonsalz 
werden in 300 ccm Wasser gelist, mit Bleizucker gefiallt, der 
gut gewaschene Niederschlag wird mit H,S zersetzt und das 
Filtrat von Bleisulfid wird nach Entfernung des H,S mit 300 ccm 
Enzymlésung (S. 148) versetzt, mit 300 ccm Wasser verdiinnt. 
Die Mischung bleibt nach Zusatz von etwas Toluol 24 Stunden 
bei 38° stehen. Nach beendeter Digestion wird die Liésung zum 
Sieden erhitzt, mit 5 ccm verdiinnter Essigsiure versetzt und 
vom Koagulat abfiltriert. Nach Erkalten wurde mit 400 ccm 
1,5°/,iger Uranylacetatlésung gefillt und nach 12 Stunden die 
Nucleotidfraktion abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum aui 
etwa 500 ccm eingeengt, mit 200 g Natriumacetat und 480 ¢ 
Natriumbisulfit versetzt, aufgekocht, zur siedenden Lisung 600 ccm 
10°/,iges CuSO, zugegeben und noch 5 Minuten im Kochen er- 
halten. Der griindlich gewaschene Kupferniederschlag wird mit 
H,S zersetzt und in der erhaltenen Lisung mit heiBem basischem 
Bleiacetat die freien Purine gefillt. Das Filtrat davon wird mit 
basischem Bleiacetat und Ammoniak so lange gefillt, bis kei 
Niederschlag mehr entsteht (Nucleosidfraktion). 

Nucleotidfraktion: Sie wird auf ihren Gehalt an Purin- 
stickstoff untersucht (vorherige Hydrolyse mit 10°/, H,SO,, dann 
Purinfallung nach Kriger-Schmidt, Stickstoffbestimmung der 
Kupferoxydulniederschlige nach Kjeldahl). N 18,91 mg. Be- 
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rechnet man diesen Wert auf Guanylsiure C,,H,,N,PO,, so ent- 


| spricht er 98 mg dieser Siiure. 


Fraktion der freien Purine: Die Purinstickstoffbestimmung 


dieser Fraktion ergibt 2,03 mg N und war fast gleich im Kontroll- 


yersuch (1,82 mg Purin-N). Der Kiirze halber verzichten wir auf 


eine ausfiihrlichere Wiedergabe des Kontrollversuchs. 


Nucleosidfraktion: Der Blei-Ammoniakniederschlag wird in 
300 com Wasser suspendiert, mit H,S versetzt, das Filtrat vom 
Bleisulfid unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Der Rest wird im Exsiccator vollstiindig eingedampft. 
Hierbei wird er gallertig, Er wird in Wasser heiB gelist, vom 
Ungelésten abfiltriert und noch einmal iiber eine Blei-Ammoniak- 
fillung gereinigt. Beim Einengen krystallisiert Guanosin in 
kleinen Nadeln aus. 

Ausbeute 0,12 g. Schmelzp. 229°, phosphorfrei, Orcinreaktion stark positiv. 

14,301 mg Subst.: 3,054 mg N (Mikrokjeldahl). 

Guanosin C,,H,,0,N,;2H,O Ber. N 21,94 Gef. N 21,36. 

Zur weiteren Identifizierung wird das Priparat mit Eisessig und 
Natriumacetat acetyliert. Schmelzp. 226°. 

2. Versuch mit Adenylsiure, 2,7 g adenylsaures Brucin (her- 
gestellt nach Jones und Perkins und durch Stickstoffbestim- 
mung identifiziert) wird in wenig Wasser suspendiert und kon- 
zentriertes Ammoniak bis zur vollstindigen Lisung zugegeben. 
Die Mischung wird nach mehrstiindigem Stehen bei 0° vom aus- 
geschiedenen Brucin abfiltriert. Um aus der Lésung die kleinen 
Mengen Brucin zu entfernen, habe ich sie mit Chloroform aus- 
geschiittelt. 

Die wiBrige Lisung wird nun mit Wasser auf 70 ccm auf- 
gefiillt, durch Luft vom iiberschiissigen Ammoniak befreit, mit 
Essigsiure neutralisiert, dann mit 60 ccm EKnzymlésung aus 
Kaninchendiinndarm (S. 148) und Toluol 12 Stunden bei 38° C 
gehalten. Nach beendeter Hydrolyse, wobei etwa 80°/, Phosphor- 
siure abgespalten wurde, wird die Mischung mit Essigsiure 
schwach sauer gemacht, aufgekocht, vom dabei entstehenden 
KiweiBkoagulat abfiltriert. Die weitere Verarbeitung entsprach 
derjenigen beim vorigen Versuch mit Guanylsiure. 

Nucleotidfraktion: Der Purinstickstofigehalt dieser Fraktion 
betrigt 16,82 mg N. Berechnet man diesen Wert auf Adenyl- 
siiure C,,H,,N,PO,, so entspricht er 83 mg dieser Saure. 


Purinfraktion: Der Stickstoffgehalt dieser Fraktion betragt 
0,93 mg. (Im Kontrollversuch 0,5 mg Purin-N gefunden). 
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Nucleosidfraktion: Nach Entfernung der Nucleotid- uni 


Freipurinfraktion wird der Blei-Ammoniak-Niederschlag mit H, 
zersetzt, das Filtrat von Bleisulfid wird im Vakuum und day 
im Exsiccator zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird eip. 
mal mit 80°/,igem Alkohol extrahiert, vom Ungelésten abfiltriert 
Beim Einengen des Filtrates krystallisiert das Nucleosid iy 
kleinen schénen Nadeln. aus. 


8,267mg angew. Substrat verbrauchen 12,32 ccm n/10-Siure (Kjel dah), 


Inosin C,,H,.0;N, (286,13) Ber. N 20,90 Gef. N 20,87. 


Das Inosin wird mit LEisessig und Natriumacetat  acetyliert 
Schmelzp. 235° C. 


3. Uber Desaminierung der Mononucleotide. Einflu8 von Phos. 
phat auf die Desaminierung. 


Ansatz: Substrat in 5 ccm H,O + 10 cem Phosphatpuffer von px 7,0 
+ 5 cem Enzympriparat. 


1. 15cem H,O+Enzym ........... = 0,017 mg NH,-N 
2. 10 mg Guanylsiure + 10 cem H,O + Enzym . = 0,015 mg NH,-N 
3. 10 mg Adenylsiure + Phosphatpuffer + Enzym = 0,02 mg NH,-N 
4. 10mg Adenylsiiure + 10 com H,O + Enzym . = 0,15 mg NH,-N 
5. 10 mg Cytosylsiure + Phosphatpuffer + Enzym = 0,10 mg NH,-N 
6. 10 mg Cytosylsiure + 10 com H,O + Enzym . = 0,12 mg NH,-N 


Expositionszeit 2 Stunden. Temperatur 40°. 


III. Mitteilung: Wher die Aufspaltung des Polynucleotids 
in Mononucleotide mit dem Darmenzym. 


Im Jahre 1917 konnten Thannhauser und Dorfmiiller 
mit Hilfe von menschlichem Duodenalsaft aus Hefenucleinsiiure 
Triphosphonucleinséure und Uridinphosphorsiiure gewinnen. Dai 
es ein Ferment gibt, das den Polynucleotidkomplex zu Mono- 
nucleotiden aufspaltet, war aus verschiedenen Beobachtungen 
héchstwahrscheinlich. Jones glaubte, daB das depolymerisierende 
Ferment unter der groBen Anzahl! nucleinsiurespaltender Fermente, 
die im Schweinepankreas enthalten sind, am wenigsten bei héherer 
Temperatur geschadigt wird. Es gelang ihm, mit Hilfe von 
Pankreaskochsaft aus Nucleinsiiure vier Mononucleotide zu ge- 
winnen. Nach W. Klein kann man durch Zusatz von Borat 
oder Phosphat die Aktivitiit der Nucleophosphatase in merklichem 
Mabe hemmen. In der vorliegenden Mitteilung versuchte ich die 
fermentative Aufspaltung der Hefenucleinsiiure mit dem kurz 
auf 60° erhitzten Darmferment unter Zusatz von Phosphat. 
Es wurden Guanylsiure, Adenylsiiure, Cytosylsiure und Uracyl- 
siure gewonnen. Bemerkt wurde dabei starke Hemmung der 
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Phosphorsaureabspaltung. Xanthosinphosphorsiure und Inosin- 
phosphorsaure wurden nicht gefunden. Sollte sich die Annahme 
als richtig erweisen, daB Cytosin die einzige Pyrimidinbase der 
Hefenucleinsiure darstellt, so mu8 man die von mir isolierte 
Uracylsiure als Desaminierungsprodukt der Cytosylsaure auffassen. 
Nun kann es auch fiir die Desaminierung der Cytosylsiure zwei 
Wege geben. Der eine verliuft tiber Cytidin, der andere ist 
die direkte Desaminierung des Nucleotids. 

Wenn man auch weiB, daB die Hefenucleinsiure gegen 
Alkali auBerordentlich empfindlich ist, so ist sie doch in meinen 
Versuchen mit gréBter Wahrscheinlichkeit durch ein depolymeri- 
sierendes Ferment meines Enzympraparates aufgespalten worden. 

Man kann die Verhiltnisse am Diinndarm im folgenden 
Schema zusammenfassen. 





Hefenucleinsiure 
Y 
Mononucleotide 
| 
a Guanylsiure Adenylsiure Cytosylsiure 
| | / \ 
Y Y ~ MM 
Guanosin Adenosin Cytidin Uracylsiure 
\ ra 
Y 4 K 
Inosin Uridin 
Versuchsteil. 


Die nach S. 148 hergestellte Enzymlésung war 4—5 Tage 
lang im EKisschrank aufbewahrt worden und wurde unmittelbar 
vor dem Versuch nicht linger als 5 Minuten in Wasser von 60° 
elngetaucht. 

30 g¢ Hefenucleinsiure, in 200 ccm Wasser gelést, werden 
mit 200 cem der Enzymlésung und 300 ccm Boratpuffer (p,, 7,5) 
3 Tage bei 37° gehalten. Darauf wird mit Hisessig auf p,, 4,5 
vebracht. Aus dem Filtrat des dabei ausfallenden Eiweifes 
werden mit Ammoniak und Magnesiamischung etwa 10°/, 
der eingesetzten Phosphorséure entfernt. Das Filtrat vom 
Magnesia-Ammoniumphosphat wird mit Essigsiure neutralisiert, 
mit basischem Bleiacetat heiB gefallt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht. Der Bleiniederschlag wird scharf abfiltriert, mit heifem 
Wasser aufgeschlimmt und mit H,S unter gelindem Uberdruck 
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zersetzt. Die vom Bleisulfid abfiltrierte klare Fliissigkeit wir; 
nach der Entfernung vom H,S im Vakuum bei 40° bis zy 
Sirupdicke eingeengt. 

Der hellgelbe Sirup wird durch Kneten mit absolute, 
Alkohol pulverig und im Exsiccator getrocknet. Er wird in de 
2fachen Menge Wasser hei gelist, mit konzentriertem Ammoniak 
alkalisiert und mit der 1,5fachen Menge absolutem Alkohol dic 
Guaninfraktion gefallt. Sie wird in Wasser heiB gelést uni 
wiederum mit Ammoniak alkalisiert und mit der gleichen Meng 
Alkohol gefallt. Diese Behandlung wird zweimal wiederholt 
dann wird das Ammonsalz der Guanylsiiure iiber ihr Bleisalz jy 
das Brucinsalz umgewandelt und dieses einmal aus 35°/, Alkohol 
umkrystallisiert. 

0,1023 g Subst. verbrauchen 6,67 ccm n/10-Sdéure (Kjeldahl). 

Brucinsalz der Guanylsiiure C,,H,.N,O, - C,)H,,N;PO, - 7H,0. 

Ber. N 9,88 Gef. N 9,14. 

Das Filtrat von der Guaninfraktion wird mit 25°/, Blei. 
zucker gefallt, der gut gewaschene Bleiniederschlag wird heif 
mit H,S zersetzt. Das Filtrat vom Bleisulfid wird unter ver. 
mindertem Druck auf ein kleines Volumen eingeengt, mit heifer 
konzentrierter alkoholischer Brucinlésung neutralisiert und iiber 
Nacht in den Kisschrank gestellt. Das ausgefallene Brucinsalz 
wird scharf abgesaugt und in der iiblichen Weise nach der 
Léslichkeit in 35°/, Alkohol in drei Fraktionen geteilt. 

Die am leichtesten lésliche Fraktion entspricht dem adeny!- 
sauren Brucin. C,,H,,O,N, -C,,H,,N,PO, - 7H,0. 

2,026 mg Subst.: 0,187 mg N. Ber. N 10,00 Gef. N 9,27. 

Die Mittelfraktion entspricht dem cytosylsauren Brucin. 
C,,H..N,O, - C,H, .N,PO, - 7H,0. 

2,301 mg Subst.: 0,183 mg N.. Ber. N 17,93 Gef. N 7,95. 

Die am schwersten lésliche Fraktion entspricht dem uracyl- 
sauren Brucin. C,,H,.N,O, - C,H,,N,PO, - 7H,0. 

2,417 mg Subst.: 0,171 mg N. Ber. N 6,79 Gef. N 7,08. 
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Uber einen neuartigen Abbau der aliphatischen Kette”). 
Von 
B. Flaschentriiger, Karl Bernhard, Clare Lowenberg und Migg Schliipfer. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mirz 1934.) 


Durch die schénen Versuchsergebnisse von E. Verkade und 
seinen Mitarbeitern!) sind unsere Vorstellungen vom Abbau der 
Fette wesentlich vertieft worden. Die w-Oxydation tritt nach 
unserer Meinung deshalb in Erscheinung, weil das kérperfremde 
Triglycerid, z.B. Triundecylin und vielleicht auch einzelne Nahrungs- 
fette, von den Lipasen nicht rasch genug gespalten werden. Die 
Verbrennung von der freien Carboxylgruppe aus ist daher gehemmt. 
Der Kérper sucht andere Wege und oxydiert den ungespaltenen 
Anteil in w-Stellung. Da nun die nach Hydrolyse frei werdenden 
hochmolekularen Dicarbonsiuren?) schwer verbrennlich sind, er- 
scheinen sie z. I. im Harn. Z.B. wird Adipinsiure vom Menschen 
zu 55—72°/,, vom Hund zu 50°/,, Korksiure vom Hund zu 60°/,, 
Sebacinsiiture zu 61°/,, Azelainsiure zu 40°/, unverandert aus- 
geschieden. Diese Ursache der w-Oxydation gilt fiir den un- 
sespalten resorbierten Anteil, es sei denn, dab die Lipasen des 
Kérpers die Undecylsiure wieder zum Glycerid zusammenfiigen 
kinnen. Der gréBte Teil wird normalerweise wohl gespalten und 
von der COOH-Gruppe aus nach der Regel der £-Oxydation von 
Knoop und Dakin verbrannt. 

Um dem KéOrper, genau gesagt den Enzymen, den normalen 
Abbauweg von der Carboxylgruppe aus zu verlegen, suchen wir 
seit einer Reihe von Jahren nach geeigneten Modellfettsiuren. 
Wir wiederholten 1930 die Darstellung von Phenylstearinsiure 
nach Nicolet und Cl. M. de Milt’). Dabei entsteht ein Gemisch 
von 9- und 10-Phenylstearinsiure, wie E. Fourneau und 
P. M. Baranger*) ebenfalls fanden. In der Zwischenzeit haben 
Harmon und Marvel) dies bestiitigt, auf neuem Weg die Siuren 
dargestellt und mit R.C. Corley biologische Versuche angekiindigt. 
Wir haben daher vorerst an den Sulfonsiuren weiter gearbeitet. 





*) Beitriige zur Kenntnis des Fettstoffwechsels, 10. Mitteilung. 
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Nach unserer Vorstellung kann die f-Oxydation erst dan 
einsetzen, wenn die Carboxylgruppe der Fettsiuren mit den dic 
Oxydation katalysierenden Enzymen mehr oder weniger locker, 
Bindungen, sogenannte Enzymsubstratverbindungen, eingehen kann, 
Die Sulfogruppe in den kérperfremden Sulfonsduren sollte nich 
reagieren. Daher miissen diese entweder unverindert den Kérpe 
durchlaufen oder vom anderen Ende her angegriffen werden. 


Aus diesem Grunde wollten wir die Cetylsulfonsiure®) in 
Stoffwechselversuch priifen. Aber ihre Alkali- und Ammonium. 
salze sind fiir subkutane Injektionen zu schwerléslich. Wir wandter 
uns zunachst den Sulfonsiuren mit kiirzeren Ketten zu. Nach 
K. Salkowski’) werden von diesen bzw. sauren Schwefelsiiure. 
estern nur diejenigen angegriffen, deren w-stiindige Gruppen schon 
oxydiert sind. Oxyathylsulfonsiiure, nicht aber “Athylsulfonsiure 
Athyl- und Amylschwefelsiureestersiure werden vom Kanincher 
zum groBen Teil verbrannt. 


Wir stellten fest, daB n-Octansulfonsiure vom Hund, nach 
den S-Bestimmungen im Harn, zu 83°/, wieder ausgeschieden 
wird. 40°/, konnten analysenrein als Ba-Salz wieder gewonnen 
werden. Infolge seiner guten Léslichkeit verlaBt das Salz den 
Kérper, noch bevor es oxydiert wird. 


Nach diesem Ergebnis suchten wir Fettsiiuren mit blockiertem 
a-stindigen C-Atom, deren Lislichkeit immerhin so gering ist, 
da8 der Kérper die Substanz langsam und vielleicht verindert 
ausscheiden kénnte. Zur Blockierung hielten wir die kérperfremde 
Sulfamidogruppe fiir geeignet, deren biologische Kigenschaften der 
Saureamidgruppe nahestehen sollte. Ihr S-Gehalt erlaubt dazu 
eine genauere Harnuntersuchung. 


Die kérpervertrauten Siureamide’) und ihre Verwandten werden 
je nach ihrem Vorkommen und den Bediirfnissen der Zelle leicht oder kaum 
gespalten, z. B. die pflanzlichen Amide, gepaarte Gallensiuren, Hippursiiure 
u. a. Der Abbau ist an das Vorkommen von mehr oder weniger spezifisch 
eingestellten Amidasen gebunden. Die kérperfremden Siureamide 
verhalten sich im Tierkérper ebenfalls verschieden. Benzamid z. B. wird 
nach L. v. Nencki®) vom Menschen in Ammoniak und Benzoesiure ge- 
spalten. Salicylamid’) wird zum grofen Teil unverindert im Harn gefunden. 
Erfolgt der Angriff an einer anderen Stelle des Molekiils schneller als an 
der Amidogruppe selbst, so wird der Abbau in ganz verschiedene Richtung 
gelenkt. So wird die Sebamidsiure’) bis auf 10°/, verbrannt, die Sebacin- 
siiure aber, wie erwihnt, zu 61°/, wieder ausgeschieden. Als Erklirung 
kann man neben der verschiedenen Léslichkeit annehmen, da8 hier durch 
den VerschluB der einen Carboxylgruppe die Oxydation einseitig rascher 
verliuft, als an den beiden COOH-Gruppen der Sebacinsiure. 
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Sulfonamide sind bisher kaum untersucht. Saccharin geht nach 
E. Salkowski*) unverdndert durch den K6rper. 

Wir finden hier, da p-Toluolsulfonamid vom Hund zur 

-Sulfamidobenzoesdure oxydiert und harnpflichtig gemacht wird. 
Die Oxydation erfolgt leichter als die Hydrolyse. Das konnte 
nicht mit Sicherheit vorausgesehen werden, denn die Methylgruppe 
am aromatischen Kern wird durchaus nicht immer mit gleicher 
Geschwindigkeit oxydiert. 

Die o-, m- und p-Toluylsiuren?*) werden vom Hund in Tolursiuren 
umgewandelt. Die Paarungsgeschwindigkeit ist hier gréBer, als die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit. Die CH,-Gruppe des Toluolrestes im p-Toluol- 
sulfo-sarkosin wird nach K. Thomas und H. Schotte!’) vom Kaninchen 
nur zu 4°/, zur COOH-Gruppe oxydiert. Jaffe und Hilbert') fanden, 
daB im Hund p-Acet-Toluidin zur p-Aminoacetyl-benzoesiure oxydiert wird. 
In der o-Verbindung aber bleibt die CH,-Gruppe erhalten. 

Unser Befund lieB erwarten, da8 auch substituierte Sulfamidosiuren 
mit langer aliphatischer Kette vom biologischen Gesichtspunkt aus sehr 
widerstandsfihig sein wiirden. Da zugleich nach friiheren Erfahrungen 
die Benzolsulfo-methyl-amidogruppe den weiteren oxydativen Abbau einer 
Kette zum Stehen bringt, nahmen wir an, dab «-substituierte aliphatische 
Fettsiiuren von der Carboxylgruppe nicht abgebaut werden kénnen. Magnus- 
Levy) hat das fiir kurze Ketten benzoylierter Aminosiuren friiher schon 
festgestellt. Werden die Ketten jedoch linger gewihlt, so sollte der Abbau 
,a-stindig“ oder auf andere Weise erfolgen. 

Erst kiirzlich haben R. Kuhn und Kyriako Livada”) gezeigt, daB 
sogar schon eine f-stindige Methylgruppe im Gegensatz zur a-stindigen, 
den Abbau einer w-phenylsubstituierten Fettsiiure sehr erschwert. Wenn 
man annimmt, daB die Verbrennung von der COOH-Gruppe ausgehend der 
aliphatischen Kette entlang liuft, aihnlich wie bei einer brennenden Ziind- 
schnur, so stellt die 6-stindige Methylgruppe wohl die ,,schonendste“ Sperrung 
der §-Oxydation dar. Denn sie verindert das Molekiil einer normalen Fett- 
siurekette vom chemischen Gesichtspunkt aus nur wenig und macht sie 
vielleicht auch nur wenig ,,kérperfremd“. Aber sie erlaubt kaum End- 
produkte zu fassen. Ob die Geraniumsiiure (CH,), : C : CH»CH,-CH, -(CHs) 
‘C:CH-COOH nach R. Kuhn und H. Hildebrandt") vom Kaninchen 
wirklich q-stindig, d. h. an einer der endstindigen Methylgruppen, oxydiert 
wird, wird erst der Vergleich mit der synthetischen Siure beweisen. 


Um etwaige Abbauprodukte eindeutig fassen zu kénnen, haben 
wir héhere Fettsiiuren in «-Aminosiuren umgewandelt und die 
NH,-Gruppe mit Methyl- und Benzolsulfo-Gruppen besetzt. Die 
Synthese der entsprechenden C,,-Siure ist bisher wegen der 
Schwerléslichkeit der Zwischenverbindungen noch nicht gegliickt. 
Die e-Methyl-benzol-sulfo-amino-laurinsiure (I) laBt sich gut her- 
stellen und besitzt passende Léslichkeit. Sie wird vom Hund 
derart abgebaut, daB ihre Alkylkette um sechs C-Atome verkiirzt 
wird, wobei eine substituierte Adipinsiure entsteht: 


$ 


@ 
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CH, -CH, -CH,- CH, - CH, -CH, - CH,-CH,- CH, -CH,-CH-(CH,-N-S0,C,H,) «Cog 


f ‘ ‘ 
I II Il 
HOOC- CH, -CH,-CH,-CH-(CH,-N-80,C,H,)- C00; 


Aus dem Harn konnte in kleiner Menge «-Methylbenzolsulty. 
aminoadipinsdure (II) abgetrennt und mit synthetischer Siure’ 
einwandfrei identifiziert werden. 

Zur Deutung des Befundes kann nach H. St. Raper ui 
K. J. Wayne?) die Dehydrierung am sechsten und siebente 
C-Atom und die daran sich anschlieBende Kettensprengung 
Stelle der Doppelbindung erwogen werden. Aber mit Au. 
nahme des Abbaus der Bernsteinsiure!*) und die noch nact- 
zupriifende Dehydrierung hoher Fettsiuren?%) ist bisher  iibe 
Dehydrierung von aliphatischen ‘gesittigten Ketten im Kérpe 
nichts bekannt geworden. Es ist noch unbewiesen, daB die ge. 
sittigten und ungesittigten hohen Fettsiuren in jeder Richtuy 
ineinander iibergehen kénnen. Die verschiedene Funktion uni 
Zusammensetzung des Depot- und Zellfettes lassen die Erklarun; 
offen. Die Arbeiten von G. O. Burr und M. M. Burr?, F 
M. Evans mit S. L. Lepkovski**) und auch von W. Kollath* 
iiber die lebenswichtigen Aufgaben unges&ttigter hoher Fettsiuren 
unterstiitzen die Vorstellung, daf gesittigte Fettsiuren nicht in 
stirker ungesittigte umgewandelt werden kénnen. Wir wissen 
heute z. B. noch nicht, ob Ol- oder Linolsiure im Korper au 
Stearinsiure entstehen. Daher erkliren wir uns vorerst das Au. 
treten der Adipinsaure (II) durch w-Oxydation am C,, C-Atom und 
sofort sich anschlieBende dreimalige #-Oxydation bis zum C, C-Atou. 
Diese Auffassung fiigt sich gut unseren heutigen Kenntnissen 
iiber den Abbau langerer aliphatischer Ketten ein. Weitere Ver- 
suche sind im Gang. 


Versuch mit n-Octansulfonsdure 


Die freie n-Octansulfonsiure”‘) ist in Wasser leicht léslich, in 
Ather schwer léslich. Es gelingt nicht, sie aus der waBrigen Lésung mit 
Ather nach Soxhlet quantitativ aussusichen. 

Léslichkeit von octansulfonsauren Salzen: In Wasser leicht 
léslich sind die Na, K, NH,, Mg, Ca, Sr, Tl, Al, Cu", Ag, Zn, Cd, He’, 
Hg"-Salze; in heiBem Wasser léslich sind die Mn", Fe", Fe!!!, Co, Ni-Salze. 
Das Pb-Salz lést sich in Wasser von 0° 1: 115, bei Siedehitze 1:29. Das 


Na-Salz lést sich in 96°/,igem Alkohol bei 0° 1:50, bei Siedehitze mehr & 





*) Herrn Prof. S. P. L. Serensen, Kopenhagen, danke ich _bestens 
fiir die freundliche Uberlassung von e- -Amino- -adipinsiure. Flaschentriage? 
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| als 1:10. Das Ba-Salz lést sich in Wasser von 0° 1: 600, bei Siedehitze 
1:165; in 50°/)igem Alkohol von 0° 1: 1000, bei Siedehitze 1: 85. 


Vorversuche zur Isolierung von n-Octansulfonsadure: 500ccm 


Harn unseres Vorversuchshundes wurden mit 1,397 g octansulfonsaurem 
' Natrium versetzt, mit Salzsiiure eben kongosauer gemacht und zur Trockne ein- 
' gedampft. Der Riickstand wurde wiederholt mit absolutem Alkohol ausgezogen 
und der Auszug wieder eingedunstet. Hierauf wurde mit wenig Wasser 
- aufgenommen, neutralisiert und mit gesittigter BaCl,-Losung gefillt. Der 
' erhaltene Niederschlag wurde in etwa 130 cem 50°/, igem Alkohol mit Tier- 
' kohle umkrystallisiert. 89°/, des erwarteten Bariumsalzes wurden analysen- 
' rein erhalten. Mit kleineren Na-Salzmengen (0,44 g) ist die Ausbeute im 
- Menschenharn 71°/,, in reinem Wasser (0,5 g) 77°/. 


Stoffwechselversuch: Ein 15,3 kg schwerer Appenzeller- 


| hund erhilt subkutan in 10 Tagen 10 g analysenreines n-octan- 
| sulfonsaures Na. Es werden im Tage zweimal je 15,8 ccm (= 0,5 g) 
' in 3,14°/, iger isotonischer, waBriger, steriler Lésung ohne Schaden 
fir das Tier gespritzt. Konzentrierte Lésungen machen Necrosen. 
Die Haut wird mit Jodlésung und Jodexsalbe behandelt. Als 
| Futter wird Reis, Milch, Butter, Salz und Wasser gereicht. In 
 Proben von 300, 800 und 1000 ccm des wie iblich gesammelten 
' Harnes konnten nach obigem Verfahren 0,433 g = 40°/,, 1,078 ¢ 
| = 37,5°/, und 1,374 g = 42,6°/, des injizierten Na-Salzes als 
_analysenreines Ba-Salz isoliert werden. Uber das Blei- und 
' Bariumsalz werden aus 500 ccm Harn 38,8°/, analysenrein er- 
_ halten. Die einzelnen Anteile wurden auf Reinheit durch Ba- 
| Bestimmung und Elementaranalyse gepriift. 


5,055 mg Salz: 6,82 mg CO,, 2,93 mg H,O, 2,272 mg BaSQ, als Riick- 


| stand nach Pregl. — 11,81 mg Salz: 10,43 mg BaSO, = 12,14°/, nach Pregl]. 
- (C,H,,SO,),Ba (523,75) Ber. C 36,66 H 6,54 $1224 Ba 26,23 


Gef. ,, 36,80 ,, 6,49 ,, 12,14 ,, 26,44. 


Die folgenden S-Bestimmungen wurden nach O. Folin und S.R. Bene- 


dikt*4) ausgefiihrt. Die Mittelwerte aus Doppelanalysen wurden auf Tages- 
_ mengen § in Gramm umgerechnet und in der Tabelle zusammengestellt. 








Verteilung von S pro Tag in Gramm 




















Gesamt-Harn . 
Gesamt-N| anorg. S _: Ester-S _ a 
Vorperiode 4 tigig | ; 
: Stoffw. Vers. 11 tigig 
3380 cem } 0,242 0,085 | 0,0932 | 0,008 0,149 
| Nachperiode 5 tigig 
1575 ccm 0,148 0,106 | 0,1114 | 0,005 0,0366 
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Man sieht, daB im Stoffwechselversuch nur der organische 





S vermehrt ist. Nach Abzug des mittleren Wertes aus der Vor.§ p-To! 
und Nachperiode (0,149—0,0376) ergibt sich fiir organischen sf 27% 
0,1114 g pro Tag. Daraus berechnen sich fir 11 Tage 83 ¢ sag 
octansulfonsaures Natrium (Mol.-Gew. 216,2), gleich 83°/, der in.f Misch 
jizierten Menge. thetis 
Versuch mit p-Toluolsulfonamid. 
p-Toluolsulfonamid zum Fiitterungsversuch: Plastol CII de | 
Handels mit Schmelzp. 106—109° wurde aus Wasser 1:15 mit Tierkohle Phos 
umkrystallisiert. Die zu 86°/, erhaltenen Krystalle schmelzen auch bej gibt 8 
weiterer Reinigung durch Destillation nicht tiber 109—111°% Mischungs-§ ing | 
schmelzpunkte mit reinem ortho- (Schmelzp. 154°) 107—137°, meta- (Schmelz. § wir h 
punkt 110°) 85—95° und para- (Schmelzp. 137—139°) 110—120°) Toluolsulfon-B jor 
amid und deren Gemischen, sowie Elementaranalysen zeigen in Uber-§ nit 1: 
einstimmung mit Noyes, daB es sich um nahezu reines p-Toluolsulfonamid®5 phor 
mit geringen Mengen der o-Verbindung handelt. (1: 3) 
4,231 mg Subst.: 7,63 mg CO,, 1,98 mg H,O. — 5,495 mg Subst. 
0,391 ccm N, (23°, 760 mm). — 9,36 mg Subst.: 13,19 mg BaSQ,. — 
CH, -C,H,-SO,-NH, (171,14) Ber. C 49,08 H 5,30 N 8,185 S 18,74 Bf pick! 
Gef. ,, 49,18 ,, 5,24 ,, 821  ,, 18,81. Wass 
Fiitterungsversuch: Ein 12,6 kg schwerer Appenzellerhund erhielt ) 
in einem gemischten Futter taglich 0,5—1,0 g gut pulverisiertes p-Toluol-§ mit v 
sulfonamid (Schmelzp. 109—111°), im ganzen 20 g. Die Substanz schmeckt § stabil: 
in kleinen Mengen sandig, in gréBeren Mengen deutlich bitter. Sie wurde § filtrie: 
vom Tier ohne erkennbaren Schaden, auch ohne ausgepriigte Betiubungs-§ wird 
erscheinungen*) vertragen. Zur Aufarbeitung wird der im Stoffwechsel- § einges 
kifig quantitativ gesammelte Harn (10 Liter) itiber Kieselgur filtriert und bei | 
schwach saurer Reaktion im Vakuum bei 50,5° auf 1 Liter eingeengt. Dabei § 0 398 
scheiden sich 16,65 g Salze aus (Filtrat a). Sie werden mit 500 und 150 cem CH 
96°/, igem Alkohol heiB ausgezogen. Die Lisung wird mit Tierkohle filtriert B "' * 
und auf 450 cem eingeengt. Nach Zusatz von 150 cem Wasser in der Kiilte 
fallen 6,08 g rein weiBer Krystalle aus. Sie reagieren lackmussauer, 
schmecken bitter und zersetzen sich von 270° an bei 281—287°. gegen 
Aus dem Filtrat a wurden durch Atherextraktion im Soxhletapparat | 
noch insgesamt 1,24 g mit Schmelzp. 291—294° erhalten. Die 6,08 g Krystalle § in Ei 
wurden aus einer Mischung von 325 cem Wasser und 60 cem Alkohol um- § Benzo 
krystallisiert: 4,93 g mit Schmelzp. 290—292°. Bei weiterer Reinigung mit | 
einer Mischung von 150 ccm Alkohol und 40 cem Wasser bleiben 3,3 g,§ .OH, 
Schmelzp. 290—291°. Zur Analyse wird bei 100° im Vakuum zur Konstanz § wie 4 
getrocknet. Gesamtausbeute an p-Sulfamidobenzoesiure betrug 7,2 £§ Na-So 
= 30,6°/, d. Th. B sich | 
4,448 mg Subst.: 6,84 mg CO,, 1,34 mg H,O. — 4,566 mg Subst.: § Lisur 
0,282 cem N, (22°, 750 mm). — 9,046 mg Subst.: 10,41 mg BaSQ,. Ausw 
COOH-C,H,:SO,*NH, (201,12) getroc 
Ber. C 41,77 H 3,51 N 6,97 S 15,94 ne - 
allen 


Gef. ., 41,94 ) 3,42 > 1,05 , 15,81. 


Ho 








nische 
r Vor. 
hen § 

8,3 ¢ 
er in- 


II des 
rkohle 
ch bei 
hungs- 
hmelz- 
sulfon- 

Uber. 


umid 25) 


Subst.: 


18,74 
18,81, 


erhielt 
“oluol- 
meckt 
wurde 
yungs- 
chsel- 
nd bei 
Dabei 
0 eem 
Itriert 
Kiilte 
gauer, 


yparat 
stalle 
1 um- 
g mit 
3,3 g, 
stanz 
7,2 g 


Uber einen neuartigen Abbau der aliphatischen Kette. 163 


Zum Vergleich mit p-Sulfamidobenzoesiure*’) wurde aus obigem 
-Toluolsulfonamid, analog wie J. Remsen’) m-Sulfamidobenzoesdure durch 
Oxydation mit Kaliumpermanganat gewann, analysenreine p-Sulfamidobenzoe- 
siure (Schmelzp. 296—297°) hergestellt. Gef. C 41,85, H 3,47, N 7,04, S 15,87. 
Sie lést sich in siedendem Wasser 1:83, und ‘Wee von 15° 1: 1630. 
Mischschmelzpunkt der Séure aus dem Harn (Schmelzp. 291°) mit der syn- 
thetischen (Schmelzp. 296°) ergab 294°. 


Versuch mit a«-Methyl-benzolsulfo-amino-laurinsaure 


«-Brom-laurinsiure. Erhitzen von Laurinsiiure mit Br und rotem 
Phosphor, wie Hell und Sadomsky”’) fiir «-Br-Stearinsiure darstellten, 
gibt schlechte Ausbeuten von Br-Laurinsiure. Das Verfahren von H.P.Clark 
und E. R. Taylor™) fiir Capronsiure, Erhitzen mit Brom und PCI, fanden 
wir hier ungiinstig. Die Angaben von Guérin*’) erwiesen sich gut brauch- 
bar. Wir setzten noch etwas roten P zu. 40,5 g¢ Laurinsiurechlorid geben, 
mit 13 eem trockenem Brom und einer Messerspitze trockenem roten Phos- 
phor 80°/, umgesetzt, durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus Petrolither 
(1:3) ganz rein erhaltene Bromlaurinsiure, Schmelzp. 32°. 


a-Methyl-aminolaurinsiure. Die Umsetzung der Bromlaurin- 
siure wurde in einer Berthelotbombe mit 3 Mol, oder durch Kochen am 
RiickfluBkiihler mit 10 Mol 33°/, iger Lésung von Methylamin im siedenden 
Wasserbad durchgefiihrt. 

Zur Isolierung der Methylaminosiure wird mit Wasser versetzt und 
mit verdiinnter HNO, eben kongosauer gemacht. Da nach Abkiihlen eine 
stabile Suspension vorliegt, wird Ather zugegeben. Erst jetzt kann man 
filtrieren und mit wenig kaltem Wasser waschen. Das trockene Rohprodukt 
wird zweimal aus Methanol (1:3) umkrystallisiert. Ausbeute 50—71°/, der 
eingesetzten Br-Laurinsiure. Schmelzp. 208—209° unter Zers. 


4,256 mg Subst.: 10,45 mg CO,, 4,46 mg H,O. — 5,895 mg Subst.: 
0,328 cem N, (20°, 754 mm). 


C,,H,»-(NH-CH,)-COOH (229) Ber. C6812 H11,79 N 6,11 
Gef. ,, 67,95  ,, 11,72 ‘, 6,32. 


Titration. 0,1825 g verbrauchen, in 15 ccm absolutem Alkohol gelést, 
gegen Phenolphthalein 7,95 cem 1/,,n-wiBriges KOH. Gef.: Aquiv.- -Gew.: 229,8, 

Die Methylaminosiure ist in heiBem Wasser etwas lislich, gut léslich 
in Kisessig; in der Hitze léslich in Athanol; schwer ldslich in Aceton, 
Benzol, Ather, Petrolither. 


«-Benzolsulfo-methyl-amino-laurinsaures Calcium (CH, 
-(CH,))-CH-[N -(CH,)-(SO,-C,H,)]-COO),Ca. Die Benzolsulfonierung erfolgt 
wie tiblich mit Benzolsulfochlorid (5 Mol) und 2 n-Lauge (etwa 8 Mol). Das 
Na-Salz der Siure fillt in der Kilte aus, auf Zusatz von Wasser lést es 


# sich bis auf eine Triibung, die abfiltriert wird. Durch Zusatz von CaCl,- 


ubst.: 





Lisung wird das wasserunlésliche amorphe Ca-Salz ausgefiallt und durch 
Auswaschen und Absaugen mit heiBem Wasser gereinigt und im Exsiccator 
getrocknet: 87,8°/,. Es wird in der 10 fachen Menge Athanol (96°/, vergillt 
mit 2°/, Methanol) gelést und hei8 filtriert. Beim Stehen im Kiihlschrank 
fallen schéne weiBe Krystalle aus. Ausbeute an analysenreiner Siure 84°/,. 
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5,12 mg Subst.: 11,06 mg CO,, 3,65 mg H,O, 0,85 mg CaO. — 5,28 mM ous 
hq 


Subst.: 11,44 mg CO,, 3,83 mg H,0, 0,902 mg CaO. — 10,91 mg Subst: 
1,865 mg CaSQ,. 
C,,Hg90,N,S,Ca (776,71) 
Ber. C 58,71 H 7,79 N 3,61 Ca 5,16 
Gef. ,, 58,89, 59,09 ,, 7,98, 8,12 » 4,91, 5,05, 4,89, 


Das Ca-Salz ist leicht léslich in Essigester, Eisessig, Pyridin. Dj: 


freie Siure wird durch Schiitteln des Ca-Salzes mit verdiinntem HC] uj 


Ather freigemacht, in Ather iibergefiihrt und wie iiblich isoliert. Sie stelj 


ein dickflissiges, hellgelbes, kongosaures Ol dar, das nach lingerem Stehe, 
krystallin erstarrt. Aus Petrolither (1:2) umkrystallisiert, schmilzt sie bei 52,3" 
4,33 mg Subst.: 9,77 mg CO,, 3,28 mg H,O. — 5,745 mg Subst. 

0,196 ccm N, (23°, 753 mm). — 12,445 mg Subst.: 7,98 mg BaSQ,. 
C,,H,,0,NS (369,3) Ber. C 61,74 H846 N3,79 S868 
Gef. ,, 61,53 » 8,48 » 3,90  ,, 880, 


Aquiv.-Gew.: 51,9 mg Substanz verbrauchen in 10 cem absolutem Alkohol 
1,4 com */;) n-NaOH. Gef. 370,7. Die Sdure ist leicht léslich in Athy}, 
Methylalkohol, Benzol, Ather. 


Natriumsalz, hergestellt in alkoholischer Lésung und mit Phenol. 
phthalein als Indikator. Es ist ein hellgelber, klarer Honig, der leicht lis. 
lich ist in Wasser, Alkohol und in einer Mischung von Alkoholither. 

4,84 mg Subst.: 10,22 mg CO,, 3,44 mg H,O, 0,865 mg Na,SO,. — 
6,41 mg Subst.: 0,204 cem N, (21°, 756mm). — 15,89 mg Subst.: 4,44 mg 
BaSO, und 2,820 mg Na,SO, (Preg)). 

C,9Hg,0,NSNa (391,32) 
Ber. C5826 H7,73 N358 $820 °#£Na 5,88 
Gef.  ,, 57,63(!) ,, 7,95 » 3,68 » 7,86 » 4%. 


Stoffwechselversuch: EKinem gesunden 11,05kg schweren Hund: 
(Bastard von Appenzeller und deutschem Wolfshund) wurden in 
9 Tagen im ganzen 7,75 g (Na-Salz) in taglichen Dosen von 2 mal 
0,5 gin je 7,15ccm unter die Haut gespritzt. Die Lésung wurde 
mit verdiinnter Salzsiure gegen Lackmus eben neutralisiert. Sie 
schmeckte schwach bitter. Dem Hund wird als Futter Reis, Butter, 
Salz und Wasser gereicht. Wihrend der Injektionsperiode fribt er 
schlecht und erbricht mehrmals. Die Temperatur steigt von 38,5 aui 
39,3°. Da sich am 8. Tag des Versuches ein AbszeB und einige 
nekrotische Bezirke bilden, wird der Versuch abgebrochen. Bei 
der Inzision wurde steriler Eiter festgestellt. Dem Tier geht es 
sehr bald wieder besser (Temperatur 38°). Es ist munter und 
frigt gut. Die Autopsie ergibt am 16. Tage auBer nekrotischen 
Einschmelzungen keinen pathologischen Befund. Der 16 Tage 
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quantitativ gesammelte Harn (5858 ccm) wird angesiuert, iiber 
Kieselgur filtriert, eingeengt und ausgeiithert. In Ather gehen 
yon den ersten 2302 ccm Harn 1,82¢ eines braunen Oles. Vom 
Gesamtharn werden 4,55g eines braunen, ziihen Oles gewonnen. 


Es reagiert deutlich kongosauer, enthilt Schwefel organisch 


gebunden und verbrennt dinlickicgdeloei. Beim Stehen bilden sich 
im Ol einige Krystalle. Das Ol wird in Alkohol aufgenommen 
und mit NaOH neutralisiert. CaCl, fallt eine kleine Menge Ca-Salz 


aus, die verworfen wird. Das Filtrat wird mit Bleiacetat gefallt 
| (Filtrat b. Das Bleisalz wird mit heiSem Wasser ausgezogen. 


Der Auszug wird angesiuert und ausgeithert. Erhalten werden 
1,3724 g eines mit Krystallen durchsetzten Oles. Durch vorsich- 


 tiges Behandeln mit Ather gelang es, 126mg fast weiBer Krystalle 
: abzufiltrieren. Sie reagieren kongosauer, enthalten S organisch 
gebunden, verbrennen riickstandsfrei und schmelzen von 157—166°. 


91,5 mg werden aus etwa 3 ccm Wasser umkrystallisiert: 75,3 mg. 


Schmelzp. 167—169°. Analyse und Titration stimmen auf Benzol- 
: p y 


sulfo-methylamino-adipinsdure. 
4,56 mg Subst.: 8,32 mg CO,, 2,28 mg H,O. — 4,662 mg Subst.: 


| 0,179 cem N, (23°, 771 mm). — 12,97 mg Subst.: 9,50 mg BaSQ,. 


(,,H,,O,NS (815,28) Ber. C 49,49 H5,43 N 4,44 S 10,17 
Gef. ,, 49,75 ,, 5,59 ,, 4,49 — ,, 10,06. 


Aquivalentgewichtsbestimmung von Dr. M. Furter. Block- 
analyse mit Bernsteinsiure. 13,541 mg verbrauchten in Alkohol mit 
2 Tropfen Phenolphthaleinlésung 4,26 eem wiBrige 1/,,n-NaOH. Ber. 157,6, 
gef. 158,9. 


Synthese von e«-Benzolsulfo-methylamino-adipinsidure. 
Benzolsulfonierung. 1,6 g «-Amino-adipinsiure von Serensen”™) 
werden mit 20cem 12°/,iger Kalilauge und 3,6 g (2 Mol.) Benzolsulfo- 
chlorid umgesetzt. Ausbeute 1,89 g = 63°/, d. Th., Schmelzp. 148—154°. 
Aus 10 cem Wasser umkrystallisiert Schmelzp. 152—154°. 


4,803 mg Subst.: 8,485 mg CO,, 2,16 mg H,O. — 5,416 mg Subst.: 
0,222 cem N, (23°, 751 mm). — 11,29 mg Subst.: 8,81 mg BaSQ,. 
C,.H,;0,NS (301,13) Ber. C 47,85 H 4,98 N 4,65 S 10,64 
Gef. ,, 47,89 ,, 5,03 ,, 4,68 ,, 10,72. 


_ Die Saure ist ziemlich schwer léslich in Wasser, schwer léslich in 
Ather, Benzol, Essigester, leicht léslich in Alkohol, Aceton. 


Methylierung. 1,0 g Benzolsulfo-aminoadipinsiure wird mit 1,3 g 

3 Mol.) Dimethylsulfat und 8cem 2n-NaOQH methyliert. Rohausbeute 

0,417 g = 40°/,, Schmelzp. 171—173°. Aus Wasser umkrystallisiert Schmelz- 
punkt 171—173°. 


12* 
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4,41 mg Subst.: 7,99 mg CO,, 2,13 mg H,O. — 5,21 mg Subst, 
0,203 cem N, (22°, 751 mm). — 11,98 mg Subst.: 8,91 mg BaSQ,. 


C,,;H,,O,NS (815,28) Ber. C 49,50 H 543 N 4,44 § 10,17 
Gef. ,, 49,41 ,, 5,40 ,, 4,45  ,, 10,21. 


Mischschmelzpunkt der Siiure aus Harn mit der synthetischen 170—171' § 


Zusammenfassung. 


1. n-Octansulfonsiure wird vom Hund zu 40°/,, nach de 
S-Analysen zu 83°/, unverindert abgegeben. 

2. p-Toluolsulfonamid wird vom Hund als_p-Sulfamido. 
benzoesiure ausgeschieden. Oxydation erfolgt hier rascher al 
Hydrolyse. 


3. Durch Blockierung des q@-staindigen C-Atoms am Beispiel 
der «-Benzolsulfo-methyl-amino-laurinsiure (I) gelingt es, de 
Abbau einer Kette von der Carboxylgruppe aus zu sperren und 
in neue Richtung zu lenken. Siure I wird vom Hund in ge. 
ringer Menge in e&-Benzolsulfo-methyl-amino-adipinsiure un. 
gewandelt. Durch Annahme primirer w-Oxydation und _ nach. 
folgender 3 maliger §-Oxydation kann der Vorgang zwanglos er- 
klirt werden. 


Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung und dem Ziiricher 
Hochschulverein danken wir fiir die Unterstiitzung des Institutes. 
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Kine Farbenreaktion der Ascorbinsaure ’). 
Von 


A. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institut f. Mediz. Chemie der Universitit Szeged, Ungarn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1934.) 


Wird eine etwa 1°/, ige Ascorbinsiurelésung schwach alkali. 
siert, mit FeSO, versetzt und an der Luft stehen gelassen, 
verfarbt sich die im ersten Augenblick farblose Mischung uni 
zeigt bald eine schéne dunkelviolette Farbe, die auch noch in 
der 100 fachen Verdiinnung gut sichtbar ist. Diese violette Farh 
ist ein Oxyd des primiiren Ferro-Vitaminkomplexes. Durch eine 
geringe Menge von Hydrosulfit lift sich die Verbindung lati 
wieder zum Leukokomplex reduzieren. Mit Luft durchgeschiittel: 
entsteht wieder das gefirbte Oxyd. Auch Gewebe vermégen den 
Komplex zu reduzieren. 

Diese Komplexbildung scheint durch die HO—C=C—OH- 
Gruppe bedingt zu sein. Die aromatische Ortho-Dihydroxygruppe 
ist auch zu solcher Komplexbildung mit dem 2 wertigen Eisen 
befahigt, nur verhalt sich der aromatische Komplex der Wasser- 
stoffionenkonzentration gegeniiber etwas verschieden. So z. b. 
zeigt der Komplex des Brenzkatechins, der bei niederem p,, seine 
Farbe verliert, zwischen p,, 4—5 eine stets zunehmende griine 
Farbe, die gegen p,, 6 ins Blaue umschligt, um bei alkalischer 
Reaktion sich in Purpur zu veriindern. Der Vitaminkomplex 
blaBt bei Siurezugabe gleich etwas ab, ohne die Farbe zu ver- 
indern, entfirbt sich aber beim Stehen an der ganzen sauret 
Seite vollstiindig. Auch bei starker alkalischer Reaktion ver- 
schwindet die Farbe, die nur zwischen p,, 7,2 und 8,5 stabil ist. 

Die Komplexbildung li8t sich auch im Tierversuch nach- 
weisen. Miusen intravenés einverleibt ist der Komplex viel 
weniger giftig, als reines iquimolares FeSQ,. 


1) Die Arbeit wurde durch die Jos. Macy Jr.-Stiftung, New York 
unterstiitzt. 








Farhe 
l elne 

glati 
littelt 
1 den 


-OH- 
‘uppe 
HiseL 
sser- 
z. B. 
eine 
rine 
cher 
plex 
ver: 
rel 


ork 





169 


Beitrag zur Kenntnis der Lipase 
aus dem Darmsaft der Weinbergschnecke (Helix pomatia). 


I. Mitteilung iiber Helixenzyme. 
Von 
Wilhelm Kuntara. 


(Aus dem I. Zoologischen und tierphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1934.) 


I. Einleitung. 


Unsere Kenntnis von den Eigenschaften und der Wirkungs- 
weise der fettspaltenden Enzyme der wirbellosen Tiere ist im 
Gegensatz zu den Lipasen der Wirbeltiere, deren Erforschung wir 
den klassischen Arbeiten Willstaitters und seiner Schule ver- 
danken, iuBerst mangelhaft, obwohl sie, ganz abgesehen vom rein 
chemischen Interesse, von groBer biologischer Bedeutung sind, 
sowohl in verdauungsphysiologischer als auch in phylogenetischer 
Hinsicht. Neben dem Mangel an exakten Bestimmungsmethoden, 
die an den in reichlichen Mengen leicht zugiinglichen Wirbeltier- 
fermenten ausgearbeitet worden sind, diirften wohl noch die groBen 
technischen Schwierigkeiten in der Beschaffung gréBerer Mengen 
von Verdauungssiiften bei den Wirbellosen schuldtragend ge- 
wesen sein. 

Abgesehen von ilteren vereinzelten Beobachtungen, die aber 
wegen der primitiven Arbeitsweise keine Vergleiche und Schliisse 
zulassen, haben erstmalig P. Kriiger und E. Graetz’) die lipa- 
tischen Fermente des FluSkrebses und E. Graetz*) die Lipase 
der Weinbergschnecke mit modernen quantitativen Methoden syste- 
matisch untersucht. Auf Grund ihrer Befunde rechneten sie die 
Lipasen der Wirbellosen zu den intracelluliren Organfermenten 
(Leber, Niere, Serum) der Vertebraten. Durch den Vorstand des 


1) P. Kriiger u. E. Graetz, Sitzungsber. Ges. naturforsch. Freunde 
Berlin 1927, 48; Zool. Jahrb. allg. Zool. Physiol. 45, 463 (1928). 

*) E. Graetz, Diese Z. 180, 305 (1929); Zool. Jahrb. allg. Zool. Physiol. 
46, 875 (1929). 
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hiesigen Institutes, Herrn Prof. Dr. P. Kriiger angeregt, setzte 
ich die Untersuchungen an Helix pomatia fort mit dem Bemiihen, 
die noch zahlreichen offenen Fragen zu klaren und zu lésen. ~ 

In aller Kiirze will ich die wichtigsten Forschungsergebnisse 
bei den Wirbeltierlipasen und die von obgenannten Autoren erst- 
malig bei Astacus und Helix gefundenen anfiihren, soweit sie 
fir meine Untersuchungen zu eventuellen Vergleichszwecken yon 
Bedeutung sind. 

Auf Grund der verschiedenen Substratspezifitiit, die auch 
nach weitgehender Reinigung nicht ausgeglichen werden konnte, 
nimmt Willstaitter die Existenz zweier verschiedener fettspaltender 
Enzyme an; eine echte Lipase (Pankreas), die besonders gut 
Glyceride (eigentliche Fette und Tributyrin) spaltet, und eine 
,Histerase* (Leber), die besonders die niederen Ester, wie Methyl. 
butyrat, leicht hydrolysiert. Auch besitzen beide Fermente ver- 
schiedene optische Orientierung; vom racemischen Mandelsiure- 
ester spaltet Pankreaslipase die 1|-Komponente, Leberesterase (mit 
Ausnahme der Menschenleberesterase) den r-Mandelsiureester mit 
gréBerer Geschwindigkeit. Gegen das Vorhandensein mehrerer 
verschiedener Lipasen im Pankreas sollen reaktionskinetische 
Messungen sprechen. Die p,,-Optima beider Enzyme liegen im 
alkalischen Bereich: Pankreaslipase p,, etwa 8, Leberesterase 
etwa 8—9., 

Abseits davon steht die Magenlipase mit ihrem sauren 
Reaktionsoptimum. Weitgehende Reinigung von Begleitstoffen 
verschiebt das p,,-Optimum gegen 8. ‘Trotz einer der Pankreas- 
lipase gleichen Substratspezifitat ist sie beziiglich der GréBen- 
ordnung der Wirksamkeit etwa 600 Mal schwacher und verhiilt 
sich auch stereochemisch (rechts orientiert) anders. Willstitter 
und Bamann sprechen daher die Meinung aus, daB es sich hier 
um ein anderes Enzym oder um ein Gemisch verschiedener 
Lipasen handelt. 

In letzter Zeit dringt jedoch immer mehr die Ansicht durch, dai 
es nur eine Art aktives Lipasemolekiil gibt, und die Unterschiede 
der Lipasen verschiedener Herkunft durch die Begleitstoffe (hier 
im engeren Sinne als kolloidale Traiger der katalytisch aktiven 
Gruppe) bedingt sind. E. Bamann und P. Laeverenz?) zeigten 
nimlich, daB sich die optische Spezifitit von Menschenleber- und 
Kaninchenleber-Esterase durch geeignete Vorbehandlung um- 





1) E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. chem. Ges. 63, 2939 (1930). 
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kehren l4Bt. Aber auch so groBe Unterschiede, wie sie zwischen 
Pankreas- und Leberesterase bestehen, konnten durch die 
Untersuchungen von A. J. Virtanen und P. Suomalainen}, 
allerdings nur in vivo, beseitigt werden. Nach intravenéser EKin- 
spritzung groBer Mengen Pankreaslipase wird diese im Tierkérper 
zu Leberesterase umgebildet. Bamann erklirt diese Befunde 
mit einem Umbau des kolloidalen proteinartigen Trigers der 
aktiven Gruppe. — In einer spiteren Untersuchung iiber die 
stereochemische Spezifitit der Menschenleberesterase meint Ba- 
mann’), daB fir die verschiedene Wirkungsweise nicht einmal 
absolut verschiedene Enzyme verantwortlich gemacht werden 
miissen, sondern, daB dieselbe aktive Gruppe an demselben kolloi- 
dalen Trager, nur an anderen Stellen placiert, verschiedenartige 
Feldwirkungen ausiiben kénne und so zu einer Reihe von Enzym- 
komplexen fihrt. 

In einer jiingst erschienenen Arbeit zeigten H. P. Wolve- 
kamp und K, Griffioen®), daB sich unter dem EinfluB schidi- 
gender Umstiinde im Pankreassaft wenigstens 2 Esterasen nach- 
weisen lassen; eine, die Tributyrin und eine, die Athylacetat spaltet. 

Aus diesen Untersuchungen scheint mir hervorzugehen, daB 
die bisher als einheitlich angesehenen Lipasen aus i bzw. 
aus der Leber Enzymgemische vorstellen, in denen einfach die 
Menge eines die echten Fette spaltenden bzw. eines Ester spal- 
tenden Enzymes dominiert. 

Auf Grund dieser neuen Auffassungen iiber den Bau des 
Lipasemolekiils sind beim Vergleich der Eigenschaften von Lipasen 
verschiedener Herkunft diejenigen zu verstehen, die sie mit ihren 
natiirlichen Begleitstoffen zeigen. Neben der schon oben er- 
wihnten Substratspezifitit, die auch durch grébere Verunreinigungen 
nicht wesentlich entstellt wird, sind die von P. Rona und Mit- 
arbeitern untersuchten Giftwirkungen wertvolle Lipase-Reagenzien. 
Unter der Fiille der untersuchten ,,Gifte“ zeigen besonders das 
Atoxyl, das Chinin und das NaF unterschiedliche Wirkungen auf 
Pankreas-, Leber- und Serumlipase. Unzuverlissig dagegen, da 
durchaus unspezifisch, sind die von Willstitter studierten, auf 
Adsorptionswirkung beruhenden Aktivierungs- und Hemmungs- 
effekte mittels Ca-Oleat, Albumin und gallensauren Salzen. Einen 


!) A.J.Virtanenu. P.Suomalainen, Acta Chem. Fenn. B. V, 28 (1932); 
Diese Z. 219, 1 (1933). 
) G.M.Schwab, E.Bamann u. P.Laeverenz, — 215, 121(1933). 
) H. P. Wolvekamp u. K. Griffioen, Shaee Z. 223, 36 (1933). 
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Sonderfall stellt die von R. Willstatter und F. Memmen!) ge. 
fundene und von KE. Abderhalden und W. Geidel?) genaue 
untersuchte (auch fiir héhere Peptide festgestellte) starke Akt. 


vatorwirkung (500—600°/,) des d,l-Leucyl-glycyl-glycins auf die 
Pankreaslipase bei der Tributyrinhydrolyse dar; die Lipasen yon 
Leber, Niere und Serum verhalten sich indifferent. 

Da die p,-Kurven stark von Verunreinigungen (Aktivatoren 
und Hemmstoffen) abhiingen und nach der Enzymreinigung (Magen. 
lipase) die Optima fast zusammenfallen, kénnen sie hier nicht als 
Charakteristikum dienen. 

Ks folgen nun die Ergebnisse der Graetzschen Untersuchungen 
iiber die fettspaltenden Fermente im Darmsaft der Weinberg. 
schnecke. Es hat sich gezeigt, daf am besten niedere Neutral. 
fette (Tributyrin) weniger gut einfache Ester (Methylbutyrat) und 
am schwersten echte Fette (untersucht wurde Rizinusél) gespalten 
werden. Auffallend groB ist die Spaltung eines aromatischen 
Esters, des Phenylacetates (gréSer als Tributyrin). AuBerdenm 
waren die Spaltverhiltnisse von Tier zu Tier verschieden, was 
auch Kriiger und Graetz (a. a. O.) beim FluBkrebs festgestellt 
haben. Auch die Wirbeltierlipasen zeigen solche Unterschiede, 
allerdings nicht in diesem Ausmafe. Es wird daher die Méglich- 
keit der Existenz verschiedener Esterasen diskutiert, doch konnte 
bei der groBen Bestiindigkeit der Helirlipasen in ihrem natir- 
lichen Milieu — im Gegensatz zu der der Wirbeltierlipasen — 
durch Alterungsversuche keine Aktivitiitsabnahme und daher auch 
keine Differenzen erzielt werden. 

Vergiftungsversuche zeigten eine geringe Hemmung der Tri- 
butyrinspaltung durch Chinin (7,9°/,), eine stairkere durch Naf 
(17,5°/,) im saueren und alkalischen Gebiet; Flu8krebslipase wird 
von NaF nicht beeinfluBt (Kriiger). Strychnin ist wirkungslos. 
Das Optimum des ungereinigten Saftes war bei Acetatpuffer p,, 5,/, 
bei Glykokollpuffer p,, etwa 9 (titrimetrische Bestimmung). Ersterer 
Wert stimmt mit dem bei Astacus gefundenen iiberein (Kriiger 
und liegt auch ungefihr beim p,, des Verdauungssaftes (5,0—5,9). 


Eigene Versuche. 
Gewinnung des Enzymmaterials. 
Um von individuellen Unterschieden — bedingt durch den ver 
schiedenen physiologischen Zustand der einzelnen Tiere — médglichst un- 
abhingig zu sein, wurde eine groBe Anzahl von Weinbergschnecken (200 Stiick) 





1) Diese Z. 129, 1 (1928). *) Fermentforseh. 13, 156 (1932). 
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yerarbeitet und der gewonnene Darmsaft bzw. die Mitteldarmdriisenausziige 
yereint. 

Die frisch gefangenen Sommertiere (Mai) lieB ich vor der Verarbeitung 
einige Tage hungern. Sie lieferten insgesamt 80 ccm eines dicken, braunen, 
stark eiweiBhaltigen, fast klaren Darmsaftes, der von den geringen noch 
unverdauten Futterpartikeln durch Zentrifugieren befreit wurde; Gewicht: 
88,8 g; das spezifische Gewicht betriigt somit etwa 1,11 [M. Duval und 
P.H. Fischer’): 1,086]. py des 1:10 verdiinnten Saftes: 5,46 (Chinhydron- 
messung) in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von M. Duval und 
Pp. H. Fischer (py 5,5—6) und Kriiger (py, 5,4)?). Obwohl der Darmsaft 
von Lelizx pomatia auch nach langem Stehen nicht fault’) — es tritt nur 
Dunkelfiirbung ein — und auch an lipatischer Wirksamkeit (in unverdiinntem 
Zustande) nur wenig einbiBt (was Graetz, a.a.0O., zuerst beobachtete), 
wurde er dennoch in die stabile Trockenform iibergefiihrt, um fiir die ganze 
Untersuchungsreihe ein Priiparat von konstantem Enzymgehalt zu besitzen. 

Der Darmsaft wurde in eine flache Schale ausgegossen und durch 
einen dariiber streichenden warmen Luftstrom (Féhn) getrocknet; die letzte 
Trocknung wurde im Thermostat bei 37° vorgenommen. Das Produkt — 
dunkelbraune Blittechen — wurde sodann fein gepulvert. Von einer Trock- 
nung (Fiallung) mit chemischen Agentien (Aceton, Ather) wurde abgesehen, 
da hierdurch, wie Vorversuche zeigten, gréBere Enzymverluste eintreten. 
Ausbeute: 22,16 g = etwa 25°/, Trockengewicht (bei 37°). Ein Tier liefert 
somit im Durchschnitt 0,4 cem Darmsaft bzw. 0,111 g Trockenpriparat. 
Dieser fein gepulverte, getrocknete Darmsaft wurde fiir fast alle kommenden 
Versuche verwendet und mit ,,Enzympriiparat D“ bezeichnet. Es ist auBer- 
ordentlich stabil und hat — vor Licht und Feuchtigkeit geschiitzt — inner- 
halb 2 Jahren nichts an enzymatischer Wirkung eingebiiBt. 

Fiir die Versuche wurde eine Liésung in 50 (Gewichts-) °/,igem Glycerin 
(1 Volumteil 90 (Gewichts-) °/,iges Glycerin (D: 1,23) und 1 Volumteil Wasser] 
bereitet; 0,277 g — entsprechend 1 cem frischem Darmsaft — wurden 
zuerst mit wenig Glycerin verrieben und dann im MeBkélbchen auf 20 ccm 
aufgefiillt. Nach 1—2tiigigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde von 
dem auBerordentlich wenig Ungeléstem klar zentrifugiert (20 Minuten, 
3500 Touren). Diese 1:20 verdiinnte ,,Enzymlésung D“ behilt, kiihl und 
lichtgeschiitzt aufbewahrt, einige Wochen ungeschwiicht ihre lipoly- 
tische Kraft. 

Gleichzeitig wurden auch die Mitteldarmdriisen verarbeitet und ein 
Enzymtrockenpriparat bereitet. Sie wurden sorgfiltig herausoperiert, von 
den Driisengiingen und von der im obersten Teil liegenden Zwitterdriise 
siuberlich befreit und mit Filterpapier abgetupft. Die gesamten von den 
200Tieren gewonnenen Driisen wurden zu einem Brei zerrieben, mit n/40-NH, 
(2—3 eem pro Driise) verriihrt, 2 Stunden bei Zimmertemperatur belassen, 
dann scharf zentrifugiert (30 Minuten, 3500 Touren) und der dunkelbraune, 
tribe Extrakt in flachen Schalen mit dem ,,Féhn“ und schlieBlich noch 
einige Zeit im Thermostat bei 37° getrocknet. Die von der Schale in 
dunkelbraunen Blittchen abspringende Substanz wurde feinst gepulvert. 


1) C. r. Soe. Biol. Paris 96, 949 (1927). 
*®) Verh. Naturhist. Ver. preub. Rheinlande Westfalen 82, 51 (1925). 
8) Ausstrichpriiparate erwiesen sich als bakterienfrei. 
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Ausbeute: 24 g; 1 Tier = 1 Driise liefert somit durchschnittlich 0,12 g Ay. 
zugtrockenpriparat (,,Enzympriparat M“). 


I. Wher die Helixlipase als ungereinigtes Priparat. 


Bestimmungsmethode und Definition der Butyraseeinhei 
Die Bestimmung der enzymatischen Spaltung wurde in Anbetracht de 
geringen Enzymmenge fast ausschlieBlich nach der stalagmometrischey 
Methode von P. Rona und L, Michaelis’) mit gesittigter, wiéiBrige; 
Tributyrinlésung als Substrat vorgenommen. Nur die Substratspezifiti 
wurde titrimetrisch bestimmt. Das Stalagmometer (etwa 3 cem Inhalt) und 
das ReaktionsgefaiB (etwa 7 ccm Fassungsraum), geeignet zusammengebaut, 
befanden sich in einem Wasserbad von genau 18° (+ 0,1%. 


Der Bestimmungsansatz bestand, wenn nichts besonderes yer. 
merkt, aus 6 ccm gesattigter Tributyrinlésung, 0,5 ccm Puffer 
vom optimalen p,, 6,7 (m/3-Phosphat, m/3-Citrat, Ammonia 
und 5—50cmm Enzymlésung; es resultiert etwa eine 92°/ ive 
Tributyrinlésung; Reaktionstemperatur 18°. 


Als Butyraseeinheit (B.-E.) wihlte ich bei meinen Unter. 
suchungen diejenige Enzymmenge, die unter den angefiihrten Be. 
dingungen in 10 Minuten die Hilfte des vorhandenen Tributyrins, 
das ist 46°/,, spaltet. Sie ist in etwa 24cmm der oben an- 
gefiihrten ,,Knzymlésung D“ bzw. in 0,33 mg des_ ,,Enzyn- 
priparates D“ enthalten. 


Beziehung zwischen Umsatz und Zeit. Bei Verwendung 
nicht allzu groBer Enzymmengen, so daf die Spaltungsgeschwindig- 
keiten nicht zu groB sind und die Spaltungen nicht iiber 60 bis 
70°/, hinausgehen, wurde der zeitliche Verlauf der Spaltung als 
monomolekular gefunden. Der Bestimmungsansatz war der iibliche 
und enthielt ?/, B.-E., d.h. 12 cmm der ,Knzymlésung D*. 











Zeit °/, gespaltenes K-10° der 
i in Minuten Tributyrin monomol. Reaktion 

0 0 — 
5 15 15,4 

10 27,5 15,4 

15 39,0 15,9 

20 46,5 15,3 

25 54,5 15,5 

30 60,5 15,5 

35 65,0 15,2 

40 68,5 14,8 








1) Biochem. Z. 31, 345 (1911). 
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Beziehung zwischen Enzymmenge und Zeitwert bzw. 
Reaktionsgeschwindigkeit (Konstante der monomole- 
kularen Reaktion). Zwischen Enzymmenge und Zeitwert (Zeit 
fir den gleichen Umsatz) besteht umgekehrte Proportionalitit; 
zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit (K-10° 
monomol.) direkte Proportionalitit. 




















: 0 K " 102 
Enzymmenge Zeitwert Do 
_oeee : Mi gespaltenes |der monomol. Rel. 
cmm | rel. eee Tributyrin Reaktion 
“a 10 50 34 4 
4 2 20 51 17,5 2 
7 1 40 50 8,5 I 














Die Reaktionskonstante ergibt daher ein direktes Ma fiir 
die relativen Enzymmengen. 

Lipasemenge-Umsatzkurve. Zur Bestimmung der in 
einer Enzymlésung enthaltenen Butyraseeinheiten wurde fast aus- 
schlieBlich die empirisch ermittelte Lipasemenge-Umsatzkurve 
(fir 10 Minuten Spaltungszeit) beniitzt, da sie in weiteren Grenzen 


- prauchbarer ist als die Konstante der monomolekularen Reaktion, 


die, wie die Tabelle zeigt, nur gute Werte zwischen 20°/, und 
60°/, Spaltung liefert. Verliingert bzw. verkiirzt man die Reaktions- 
dauer, so daB man in diesen Spaltungsbereich kommt, so ergibt 
auch die monomolekulare Konstante fiir kleinere bzw. gréBere 
Enzymmengen exakte Werte. 


Bestimmungsansatz wie oben angefiihrt, 10 Minuten Reaktionszeit 
bei 18% mit wechselnden Enzymmengen (,,Enzymlésung D“). 

















_ yEnzymlésung | a °/, gespaltenes K-103 Rel 
emm rel. Menge Tributyrin (monomol.) 

7 1 19 (50 in 40 Min.) 10,0 (8,5) 1 

14 2 30,5 17,5 2 

21 3 41 25,6 3 

28 4 50 34,0 4 

42 6 63 50,1 6 

56 8 68,5 (51 in 5 Min.) 59,2 (70,0) . 














Beziehung zwischen Umsatz und Temperatur. Uber 
die Temperaturabhingigkeit der Lipasewirkung liegen wenig und 
nur iltere Untersuchungen vor. Die Lipasen sind relativ wirme- 
empfindlich. Ich fand fiir die Lipase des Darmsaftes von Helix 
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pomatra das Temperaturoptimum bei 35°; dariiber hinaus trit 
rasche Abnahme ein; bei 55° ist die Spaltungsgeschwindiekej 
nur mehr 11,5°/,, wihrend sie fir tiefere Temperaturen ny 
langsam abnimmt und bei 5° immer noch 20 °/, betrigt (biologisch 
wichtig, da Helix zu den poikilothermen Tieren gehdrt). 


Die Bestimmungen wurden beim optimalen py 6,7 im iiblichen Ansat, 
mit Puffer I durchgefiihrt. Nach Einstellung des Spaltungsansatzes auf die 
erforderliche Temperatur (5°, 15°, 25° usw.) im Wasserthermostat wurde 
1 B.-E. (24cmm ,,Enzymlésung D“) zugegeben und nach 10 Minuten dic 
Reaktion durch Zusatz von 0,03 cem konzentriertem HCl — wodurch der p, 
auf 2,6—2,0 sinkt — unterbrochen. Dann wurde rasch auf 18° erwirnt 
bzw. abgekiihlt und die Tropfenzahl bestimmt. Die Anfangstropfenza}| 
wurde gesondert ermittelt. 
































Temperatur 5° 15° | 25° 30° | 35° 40° | 45° 55° 
°/, gespaltenes - we ii a 
‘teen 19,0 | 41,0 | 57,0 | 61,5 | 63,0 | 62,0 | 55,0 | 125 
K-10° 10,0 | 25,6 | 41,9 | 47,9 | 50,1 | 4861 39,5 | 58 
Rel. Spaltungs- 
geschwindigkeit | } 20 51 84 96 | 100 97 79 11,5 
aus K-10% in °, 


Bestimmung der p,-Kurve und EinfluB verschiedener 
Puffer (Ionen) auf die Lage des Reaktionsoptimums (Figur, 
Obwohl die Lage des p,-Optimums der Lipase mit all ihren Ballast- 
stoffen (natiirlicher Darmsaft) nichts tiber deren wirkliche p,-Ab- 
hangigkeit und die Verschiedenheit oder Identitét mit Lipasen 
anderer Herkunft aussagen kann, ist dessen Kenntnis vom stoff- 
wechselphysiologischen Standpunkt aus von Interesse. Ferner 
waren auch die Graetzschen Befunde (a. a. 0.) iiber die Lage 
des Reaktionsoptimums in bezug auf die Darmsaftreaktion und 
die starke Abhingigkeit des Optimums vom Puffersystem (Ionen- 
einflu8) genau zu untersuchen. Andererseits wollte ich auch fest- 
stellen, ob mit der Enzymreinigung nach der Adsorptionsmethode 
eine Verschiebung des p,,-Optimums eintritt. 

Wie aus der Figur ersichtlich ist, steigen die Phosphat- 
Zitrat-Ammoniakkurve und die Acetatkurve (ins alkalische Ge- 
biet fortgesetzt durch NaHCO,-Zusatz) bei p, = 3,5 beginnend 
bis 6,2 rasch an, erreichen bei 6,6 bis 6,7 den héchsten Wert 
und fallen gegen p, = 8 flach und von hier an gegen 9 wieder 
steil ab. Die Natriumacetat-Veronalnatrium-Kurve deckt sich bis 
Pp, = 6,2 mit den anderen, steigt dann aber noch bis 7 rasch an 
(Aktivititszunahme), erreicht nach weiterem geringem Steigen bei 
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75 das Optimum, um gegen 8 wenig und dann gegen 9 steil 
abzgufallen. Das Optimum liegt bei den ersten beiden Puffern 
bei 6,6 bis 6,7 (Graetz: 5,7; Acetatpuffer) und weicht somit 
yon der Reaktion des Verdauungssaftes stark ab (p, = 5,45). 
Wohl ist ein geringer Ioneneinflub festzustellen — Veronalpuffer 
zeigt Aktivitiitszunahme und das p,,- Optimum = 7,5 — doch 
konnten keine so groBen Unterschiede, wie sie Graetz feststellt 
pq = 9; Glykokollpuffer) gefunden werden. 
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Dy-Abhangigkeit der Helizdarmsaftlipase; stalagmometrische Bestimmung, 10 Minuten, 18°. 





ae, Puffer I, — + Puffer IT, 

—+.—+.— 4 —--—. -— Puffer IIa, -}—-—_--—- @ —-—-—-- Puffer IIb, 

so—eoe—— K —eee—eee Puffer IIc, ——— — A———— Puffer III, 
eoccce [] eevee Puffer IV. 


Eigenartig ist der steile Abfall der Acetat-Kurve, wenn man 
versucht durch Zusatz von stark verdiinnter Na,CO, — oder 
NaOH-Lisung iiber p,, = 6,7 hinaus in den alkalischen Bereich 
zu kommen. 

Die Salz-(Puffer)-Konzentrationen in den Spaltungsansitzen waren in 
allen Fallen die gleichen (m/20). Die zum Gesamtvolumen von 6,5 cem zu- 


gesetzte Enzymmenge betrug stets 27 emm (,,Enzymlésung D“). Reaktions- 
dauer 10 Minuten bei 18° C. Die py-Werte wurden in jedem Ansatz elektro- 
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metrisch bestimmt; unter py = 7 mit der Mikro-Chinhydronelektrode nag, 
W. Kuntara’), dariiber mit der Wasserstoffelektrode; auBerdem wurde, 
die sauren Werte ab und zu noch mit der Wasserstoffelektrode kontrollier 

Puffer I: Phosphat-Zitrat-Ammoniak, Bestimmungsansatz wie obe 
angefiihrt. Angewandter py-Bereich 3,5—9,1. 

Puffer II: Natriumacetat-Essigsiiure. Der Bestimmungsansatz ist do; 
gleiche wie fiir Puffer I, nur wurden nicht 0,5 cem fertiggemischter Puffy 
zugesetzt, sondern 0,342 cem m-Natriumacetatlésung, und der auf 0,5 ccm 
fehlende Rest mit der zur Einstellung des gewiinschten py erforder. 
lichen Menge Essigsiiure bzw. Wasser ergiinzt. Angewandter p,,-Bereic| 
4,0—6,6. 

Puffer Ila: Natriumacetat-Natriumbicarbonat. Durch Zusatz yon 
m-NaHCO,-Lésung wurde versucht, die Acetatkurve in den alkalischen 
Bereich fortzusetzen. Zwar puffert dieses System nur wenig, doch ist auch 
die durch Spaltung entstehende Siiuerung auBerordentlich gering. Die Kurve 
zeigt fast den gleichen Verlauf wie mit Puffer I. Angewandter p,,;-Bereich 
7,2—8,2. 

Puffer IIb: Natriumacetat-Natriumearbonat. Ansatz wie bei Puffer [| 
aber mit steigendem Zusatz von m/10-Na,CO,-Lésung. Angewandter p,- 
Bereich 6,7—9,3. 

Puffer Ile: Natriumacetat-Natronlauge. Die in geringen Mengen zu- 
gesetzte NaOH war m/10 und CO,-frei. Angewandter py-Bereich 6,3 
bis 8,9. Nach dem Hinzufiigen dieser starken Alkalien (Na,CO, bzw. NaOH 
— eine Pufferwirkung besteht hier wohl nicht mehr — fallen die Kurven 
sofort jih ab und verlaufen ab py 7,4 bzw. 7,04 ganz flach. 

Puffer II: Natriumacetat-Veronalnatrium. Der Bestimmungsansatz 
gleicht dem bei Puffer II angefiihrten, jedoch mit 0,342 eem Natriumacetat- 
Veronalnatrium-Lésung und wechselnden Mengen 2n- bis 1n-HCl. Puffer. 
stammlésung: 6,800 g Natriumacetat-3 H,O und 10,305 g Veronalnatriun 
wurden zusammen in COQ,-freiem Wasser zu 100 ccm gelést. Angewandter 
Py-Bereich 2,8—9,1. 

Puffer IV: Natriumacetat-Veronalnatrium (nach L. Michaelis?. 
Stammlésung: 9,714 g Natriumacetat-3H,O und 14,714 g Veronalnatrium 
werden zusammen in CQ,-freiem Wasser zu 500 cem gelést. Nach Michaelis 
werden je 5 cem davon mit 2 cem 8,5°/, iger NaCl-Lésung und wechselnden 
Mengen n/10-HCl versetzt und mit Wasser auf 25 cem aufgefiillt. 

Entgegen den vorhergehenden Versuchen, bei denen der Puffer einer 
gesittigten Tributyrin-Lésung zugesetzt wurde, wurden in diesem Falle die 
einzelnen, verdiinnten Gemische (25 ccm) gesondert mit Tributyrin (1 Tropfen) 
in der itiblichen Weise gesittigt. Die Spaltungsansiitze enthielten 6,0 ccm 
gepufferte, gesittigte Tributyrin-Lésung, 0,5 cem Wasser (zur Erzielung der 
bisherigen Anfangskonzentration an Tributyrin mit 92°/,iger Sittigung) 
und das Enzym. Angewandter p,-Bereich 5,6—9,0. 


Titrimetrische Bestimmung des p,-Optimums. Bei 
der titrimetrischen Ermittlung der p,-Kurve mit Putfer I kam 
ich zu dem gleichen Ergebnis wie mit der stalagmometrischen 





1) W. Kuntara, Diese Z. 204, 54 (1932). 
*) L. Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 (1931). 
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Methode. Das Optimum liegt eher ein wenig gegen den sauren 
Bereich verschoben (p,, = etwa 6,3; es diirfte sich bei den langen 
 Spaltungszeiten (20 Stunden) und der héheren Temperatur (37°) 


um eine Anniherung gegen ein Resistenzoptimum handeln. 


Der Bestimmungsansatz enthielt: 3 ccm Puffer I, 0,3 ccm Substrat 
(Tributyrin = 0,31 g) und 0,5 cem ,,Enzymlésung D“ (etwa 21 B.-E.); es 


| wurde 3 Minuten tiichtig geschiittelt und dann 20 Stunden bei 37° belassen. 


Die freigewordenen Siuren wurden auf die iibliche Weise (Willstatter) 
nach Alkoholzusatz und Thymolphthalein als Indikator mit n/2-KOH (in 96°/, 
Alkohol) auf einen deutlich blauen Ton titriert; um stets die gleiche Fir- 
bung zu treffen, verwendete ich einen Vergleichskolben mit Kupfersulfat- 
jisung, Ammoniak und Tonerdetriibung. 

Die Blindwertbestimmung wurde in einer gesonderten Probe mit durch 
Erhitzen inaktiviertem Enzym (30 Minuten, 105°) durchgefiihrt und in Ab- 
zug gebracht. 





Da 2u Beginn ........ 4,4 5,3 6,4 7,2 8,2 9,2 
py nach 20Stunden ..... 4,4 5,2 | 6,1 7,0 | 8,1 9,2 
Spaltung in ccm n/2-KOH . . | 0,13 | 0,53 | 0,65 | 0,52 | 0,30 | 0,08 


Bestimmung der Substratspezifitit und der stereochemi- 
schen Spezifitit. Zur Untersuchung der relativen Spaltbarkeit ver- 
schiedener Substrate wurde nach vorstehender Methode und Ansatz ver- 
fahren; pp =6,4 (Optimum) (nach 20 Stunden sank je nach dem Spaltungsgrad 
der Wert auf héchstens 6,1). Vom festen d,l-Mandelsdureester wurden 0,3 g 
feinst gepulvert im Puffer suspendiert. 

Es zeigte sich, da8 von den untersuchten Substraten Tribu- 
tyrin (als niederes Neutralfett) am besten, Methylbutyrat weniger 
sut, aber immerhin noch stark, d,1l-Mandelsiuremethylester 
schwach, Rizinusél nur ganz wenig und Olivenél fast gar nicht 
hydrolysiert wird. Der d,l-Mandelsiuremethylester wird asym- 
metrisch verseift, indem der 1-Ester rascher gespalten wird; von 
einer genauen prozentuellen Auswertung wurde vorliufig abge- 
sehen; nach dem Vertreiben des Titrationsalkohols im Vakuum 
und Alkalisieren der Liésung wurde der unangegriffene Ester aus- 
geiithert. Dieser zeigte in Alkohol gelést deutliche Rechtsdrehung; 
die aus der angesiuerten Restlésung ausgeiitherte Mandelsiure 
war — in Alkohol gelést — linksdrehend. 

Ohne abschlieBende Vergleiche ziehen zu wollen, ihnelt so- 
mit die Helix-Darmsaft-Lipase mit ihrer bevorzugten Tributyrin- 
spaltung, wenn man von der schweren Spaltbarkeit der echten 
hdheren Fette absieht, eher der Pankreaslipase der Wirbeltiere 
als der Leberesterase, da letztere Methylbutyrat um ein Vielfaches 
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leichter spaltet als Tributyrin; auch die nach der Adsorptions. 
methode gereinigte Helizlipase gleicht diese Unterschiede nich; 
aus; sie zeigt sogar eine relativ schlechtere Esterspaltung. [y 
stereochemischen Auswahlvermégen besteht ebenfalls eine Parallel. 
zur Pankreaslipase. 





— —$$—$—$—— —- ~~ —— — 








~ Tri- Methyl- |d,l-Mandelsiure-|,....__.. are 
Substrat butyrin ries * methylester Rizinus6l}| Oliveni 
Spaltung in 
ecm n/2-KOH 0,65 0,35 0,09 0,06 0,01 (0,02 
(Sdure: linksdr.) n. 48 Stda,) 
Rel. Spalt. 
in %/, 100 54 14 8 1,5 

















Bei der angefiihrten Spaltung des d,l-Mandelsiiureesters muBte zur 
ungefihren Kinhaltung gleicher Substratmengen mit einer Suspension ge. 
arbeitet werden; in den folgenden Ansiitzen wurde daher das stereocheni- 
sche Verhalten der Helizlipase nochmals, aber mit weniger vollkommen 
geléstem Substrat gepriift. Da fiir Vergleichszwecke die qualitative Kenntnis 
der optischen Orientierung geniigt, wurde die Aufarbeitung der Spaltungs. 
ansiitze wie oben angefiihrt vorgenommen und bloB die Art der Drehung 
der gebildeten Mandelsiiure bzw. des restierenden Esters bestimmt (Mikro- 
polarisationsrohr). 











Pr 6,8 8 4 
d, |-Mandelsiuremethylester 0,1661 g 0,0332 ¢ 
(= 0,1 m-Lésung) | (= 0,02 m-Lésung) 





eem ,,Enzymlésung D*“ 1 0,2 





Mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt; Reaktionszeit 14 Stunden bei 37°. 


Der iibrigbleibende Ester zeigte in Alkohol gelist Rechts- 
drehung und die freigewordene Mandelsiure war linksdrehend. 

Vergiftungsversuche. Aus der Reihe der zahlreich unter- 
suchten Giftstoffe (Rona) wiihlte ich das Atoxyl, das Chinin, das 
NaF und das Strychninnitrat; sie zeigen in ihrer Giftwirkung 
auf die Leber-, Serum- und Pankreaslipase der Wirbeltiere so 
deutliche Unterschiede, daB man diese damit unterscheiden und 
nachweisen kann. SBesonders das Atoxyl vergiftet schon in ganz 
geringen Mengen Leber- (besonders empfindlich) und Serumlipase 
vollstiindig, wihrend Pankreaslipase auch mit groBen Giftmengen 
in ihrer Wirksamkeit kaum gehemmt wird. Chinin vergiftet die 
Serumlipase sehr stark (80°/,), schwiicher die Pankreaslipase (15 
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pis 20°/,) und ist ohne EinfluB auf die Leberlipase. NaF wirkt 
auf alle 3 Lipasen; Leber- und Serumlipase werden total vergiftet, 
Pankreaslipase nur wenig (35°/,). 

Fiir die Helixdarmsaftlipase fand ich ein der Pankreaslipase 
shnliches Verhalten; sie ist atoxylfest und chinin- (15—27°/, 
Hemmung) und NaF- (35°/, Hemmung) empfindlich. Strychnin 
ist fast wirkungslos. Eine geringe Vergiftung (7°/,) ist durch 
Atoxyl zwar festzustellen, doch nimmt sie mit steigenden Gift- 
mengen nicht weiter zu; auBerdem geniigen Bruchteile der ange- 
wandten Atoxylmenge, um die intrazelluliren Lipasen (Leber, 
Serum) schon vollig zu vergiften. Man kann daher die Heliz- 
lipase als atoxylfest bezeichnen. Da Graetz es unterlassen hatte 
auf dieses wichtige Gift zu priifen, verglich er irrigerweise die 
Helizlipase mit der Serumlipase der Wirbeltiere. 

Auch bei der nach der Adsorptionsmethode gereinigten 
Helivlipase fand ich die gleichen Vergiftungserscheinungen. 


Die Versuchsverhiltnisse waren folgende: 6 ccm gesittigte Tributyrin- 
lésung, 0,5 cem Puffer I py 6,7, 0,05—0,2 cem Giftlésung von passender 
Konzentration und 27 cmm ,,Enzymlésung D“ (1,11 B.-E.): 10 Minuten, 18°. 
Die angegebenen Giftmengen beziehen sich auf das Gesamtvolumen. In 
einigen Fillen, in der Tabelle mit einem * bezeichnet, lieB ich zuerst 
Gift, Enzym und Puffer 30 Minuten bei 18° stehen und setzte erst dann 
die Tributyrinlésung zu, doch zeigten sich keine bemerkbaren Unter- 
schiede. Die Kontrollbestimmung enthielt anstatt der Giftlésung die gleiche 
Menge Wasser. 

Die Berechnung der Hemmung in Prozent geschah nach der Formel 
H= Coe eee - 100; (B.-E.), bzw. (B.-E.)q bedeuten die gefundenen 
Butyraseeinheiten ohne bzw. mit Giftzusatz. 























Cift "a FP gespaltenes Butyrase- pe (H) 
ansatz inmg | Jributyrin einheiten etwa °/, 

ohne Gift _- 49,5 1,11 _ 

Atoxyl 0,5 46,5 1,03 7 

, 0,5 46,5 1,03 7 

. 2,0 46,5 1,038 7 

»* 2,0 46,5 1,03 7 

Chinin-HCl 1,5 44,0 0,94 15 

»* 1,5 44,0 0,94 15 

i 3,0 39,5 0,81 27 

NaF 3,5 36,0 0,71 36 

. 3,5 36,0 0,71 36 
Strychnin- 

nitrat 1,0 46,5 1,03 7 

* 2,0 47,5 1,05 5 

an 2,0 47,5 1,05 5 
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Aktivierungsversuche. Die Wirkungen der gewoéhnliche 
Lipaseaktivatoren (Ca-Oleat, Albumin, gallensaure Salze) stelle, 
keine konstante Eigenschaft der Enzyme dar und bilden daher 
kein zuverlissiges Merkmal fiir Identifizierungszwecke. Ans. 
genommen scheint das d,l-Leucyl-glycyl-glycin zu sein, welche; 
ganz speziell nur die Wirksamkeit der Pankreaslipase um ein 
Vielfaches zu steigern vermag (vgl. Kinleitung). Die hier vor. 
genommenen Versuche an der Helixdarmsaftlipase dienten daher 
in erster Linie dazu, ihr Verhalten diesen Stoffen gegeniiber 
kennenzulernen. 

Ich fand keinerlei Aktivierung, sondern in allen Fallen eine 
starke Hemmung der Tributyrinspaltung (p,, 6,7): Albumin hemmt 
zu 20°/,, Ca-Oleat auBerordentlich stark (79°/,) und Ca-Oleat + Al- 
bumin fast vollkommen (87°/,). CaCl, allein zeigt eine kleine 
Aktivierungstendenz (5°/,). Das gleiche gilt fir das saure (p,, = 4,8) 
und alkalische (p,, = 9,0) Gebiet; letzteres zeigt etwas kleinere 
Hemmungseffekte (Ca-Oleat + Albumin: 70°/,). Mit diesen Eigen. 
schaften steht die Helizlipase abseits von den bisher untersuchten 
Lipasen; die Leberlipase der Wirbeltiere zeigt zwar ein dhnliches 
Verhalten, doch ist Albumin auf sie ohne EinfluB und schwiicht 
andererseits die stark hemmende Wirkung der Seifen ab. 

Bei der Einwirkung des d,|-L.-G.-G. auf die Helizlipase ist 
keine ausgesprochene Aktivierung festzustellen, obwohl eine Ten- 
denz dazu zu erkennen ist. Ktwas gréBer sind die Werte (11°), 
wenn das Enzym mit Aktivator und Puffer zuerst 30 Minuten bei 
18° gestanden hat (in der Tabelle mit einem * bezeichnet) 
Pankreaslipase wird unter den gleichen Verhiltnissen aber um 
500—600°/, aktiviert. 














i ij i 0 Lipatische 

Aktivatorzusiitze in mg a lo gesp. eset Hemm 
CaCl, ,| Na- -Oleat | Albumin E L. G. G. Tributyrin | jin B.-E. | etwa! 
— | = | — _ 6,7 46,0 1,00 cme 
1) - | ~~ — 6,7 47,5 1,05 5 (Al 
1 i ~- — 6,7 15,0 0,21 79 
~— —- | 8 — 6,7 39,0 0,80 20 
1 1 | 8 — 6,7 10,0 0,13 87 
— —- | =— a 4,8 26,5 0,47 — 
1 doo}; 8 | = 4,8 8,0 0,09 81 
ona — = 7 9,0 30,5 0,57 ~ 
1 1' | $3 |; — 9,0 12,5 0,17 70 
_ — —- | — 6,7 47,5 1,05 -- 
~ -- | — | 8 6,7 49,5 1,11 6 
sea — — | 8 6,7 51,0 1,17 11 
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Den iiblichen Bestimmungsansitzen wurden die in der Tabelle an- 
gefihrten Aktivatormengen in 10°/, iger Lésung zugesetzt. Beziiglich ihrer 
Konzentration im Ansatz hielt ich mich an die Willstiaitterschen Angaben’). 
Die Kontrollbestimmung erhielt eine gleich groBe Menge Wasser. Zugesetzte 
Enzymmenge: 24 cmm ,,Enzymlésung D“ = 1 B.-E. (beim pyq-Optimum 6,7); 
in den Versuchen mit L.-G.-G. betrug sie 26 cmm=1,05 B.-E. Die jeweiligen 
py-Werte der Reaktionsgemische stehen in der Tabelle. Reaktionszeit 
10 Minuten bei 18°. Die Berechnung der Hemmung geschah nach der bei 
den Vergiftungsversuchen angefiihrten Formel. 


II. Uber die Helixlipase als gereinigtes Praparat. 


Adsorptionsversuche (Trennung Lipase—Amylase). Der 
Darmsaft der Weinbergschnecke ist, worauf schon bei der ,,Ge- 
winnung des Enzymmaterials“ hingewiesen wurde, auSerordentlich 
eiweiBreich und enthalt mit seinen 25°/, Trockengewicht eine 
Unmenge Ballaststoffe fiir die Enzyme. Ich versuchte daher die 
Lipase nach der Willstatterschen”) Methode zu adsorbieren, zu 
eluieren und zu priifen, ob die dadurch reinere Lipase Verinde- 
rungen in ihren Kigenschaften zeigt. Diesbeztigliche Versuche 
sind in der Literatur nicht zu finden, auch nicht iiber die Lipase 
anderer Wirbelloser. Ich fand, daB die Helizlipase aus dem 
Darmsaft, infolge der vielen proteinartigen Ballaststoffe, sich nur 
schwer adsorbieren li8t. Nach vielen erfolglosen Vorversuchen 
mit Tonerde B und Tonerde C, (z. B. Versuche 1—6 untenstehender 
Tabelle)’), die fiir die Pankreaslipase ausgezeichnete Adsorbentien 
sind, fand ich Kaolin als brauchbar (Versuche 7—12); es adsor- 
biert, in gréBeren Mengen angewendet (Versuche 8—12), im sauren 
Gebiet (p,, 4,0) die Lipase recht gut. Gleichzeitig tritt eine Ab- 
trennung der Amylase ein, die fast zu Ginze in der Restlisung 
bleibt (Versuche 7 und 8), ein Zeichen, daB die Adsorption von 
einem gewissen Reinigungserfolg begleitet war. Aus dem Adsorbat 
konnte die Lipase in mittelmiBiger Ausbeute eluiert und fast 
amylasefrei erhalten werden. Nach erneuter Adsorption war die 
Elution fast farblos und klar, waihrend das ungereinigte Enzym 
stark braun gefarbt ist. Durch Arbeiten bei tiefer Temperatur 
(0 bis —5°) konnten die immerhin betrichtlichen Lipaseverluste 
verringert werden (Versuche 10—12). 





1) R. Willstitter u. F. Memmen, Diese Z. 129, 1 (1923). 

2) R. Willstitter u. E.Waldschmidt-Leitz, Diese Z.125, 132 (1923). 

8) Der geringe fast konstante Prozentsatz adsorbierter Lipase, auch 
bei steigenden Mengen dieser Adsorptionsmittel, legt den Gedanken nahe, 
daB das Enzym nur zum Teil mit einem fiir diese Adsorbentien giinstigen 
Koadsorbens assoziiert ist. 





Z 


Wilhelm Kuntara, 


184 







































































— on OE oe Ol oe VV“ ee en ee ee ee i — SS eee Se oe 
“OSFUOUIOBUdIT, USJOPUBMADA UOEK,dMA sp Y ~ Eb See Pearse sF corpo JF UUUE UL ees CED U PEPE reg -RRPUREMAEUEE SE Eee pD EET OIAPAA CY 
™ | ; a oG— SIq oO ?anyesoduie J, 
Ge ~ — een pl op | (HOM “BTA woo ¢ BUI yuquospy ‘uoHNI *< ‘(Sut 90%) uotsuedsns 
a -Ul[OBVy Wd [ ‘S188 q-Z/u woo ZT Suoyn Ty‘, woo g¢ :uoyjdiospy °Z 
sie thd ‘WOINID “Y-"[W Woo ¢ Ju yeqiospy ot 
. . ‘ (s 
on “ | uyoey Su oot ope 1. Sa 00¢) (i) uojsuodsnsal[ovy wa ez ‘omngesisegy-3/t 
_— 5 IMA Wd Cg [,,q SunsojwAzuy woog :uondiospy ‘Tt 
o'¢ Hd oG— SIG 90 sAnyesedway, $yzomjo “Y-[q| woo (j)p JUL ywquospy Pa 
aa EE UlOVy Su gor | :uyoey ST ‘oamessissy-z/u woo gt ‘,,q sunsojudzuyq’ woo OT a 
oy Hd 1oG— SIG oO sanjyesoduray, Syzomnyo “Y-"7q (j) Woo Z WUT yequospy 
____ 6F CZ ulfoVy Sur gor | :uyoey Sut oe ‘OAINYSSISSY -G/U w9o0 060 |,,q SunsopmdAzuy wos ¢ or 
| o'¢ Hd inyeroduie}rswUz { praInyo ‘p- 1 wWod ¢ jiu yequospy 
_ oo 1_uyoexy Sut OOT TUTOR yy Sul 00g ‘omysilssg g/a woo rS‘0 °,.0 Sunsoyu Azur woo ¢ 6 
(jAury) ¢ “Bo | (asvpAury) ¢6 oF Hd mmyeiodurayrouUtz, $y19M]9 “Y- "Tq woo T jiu yequospy 
— ee a as Su QOL | :Uyovy sur or ‘toemyssissy-zZ/a woo gto |,,q Sunsgrudzuq’ woo T 8 
| (osepsury) 00 o'¢ Hd injesreduiayzoMUz, $419 “B14 i WDD T 3tur  yeqiospy 
a 6h ss aovyy Sur og =| tuyoey su og a. SS1ssq-Z/U Wd gT‘O |,,d Sunsgqurdzug“ uoo t | + 
o‘¢ Hd _mnyereduieyzouran, § {y19IN[o “YT Wd T yur yequospy :emmyssissy | 
oo 4... & | qf eprsu0y, Surge | -Z/u woo gto ‘(sul gg) | eprouoy, woo] ¢,q Sunsgymdzugq“ woo | 
ofg Hd inyvaoduro} 9 UWL, ‘WOM? “BIT a 
5 Bo ‘in g aprauoy, Su 6I Wd T 41UI yeqiospy °C] sunsojuAzuy 1ap ¢ ‘¢ Hd ‘janjeu uleq Suni] ¢ 
-angsuy ouyo ‘(surgl) g epiou0y, woo GO |, SunsojwAzuy uid T 
o'p Ha InjeIsdWMsyAIMIWITZ, $4.19INT[9 
i g epsouoy, Su or Bela wos T WW IwqLospy ‘(dunsonysuy ¢ yo sRayyovu) omnessissy | F 
a i 2 | -B/u uroa gT'0 ((Sul 61) epiouoy, wc‘ ¢,,q SunsgiwAzag UID T 
(asepAury) OOT oF Hd ‘duijrourmnng, $yxomya “Y-"|q woo 1 yw Jquospy :(3u gt) 4g apro | 
G ‘Bd 18 4) aprau0 J, BU gf “UOT, Wd 00'S ‘omyssissy-g/u woo gto |,,q Sunsgwtzagq* woo 7 6 
| (esesury) OOT o'¢ Hd ‘dwoyowUy, $*y-"[y WOO T HU yLaNJo JVqIOspYy (Sur zt) 49g apron | 
ee : 45 aprau9 y, Su Zt} -Woy, woo ogg ‘oammyssissy-Z/a woo gto |',,q Sunsgwdzugq* woo | é 
¢ ‘RO | 18 oy Hd ‘durajrowurz, $*Y-"|q woo T JU JAoIMyJa “n worsngiayuozqe yavyos (Sur | 
Pati | = —- 08) sangoopsny eciait a” o/a wd9 SI ‘O ‘,,q SunsoywmAzuy woo | ; 
aon | | Sunsoysoy Hd pun —— | vy 
yd sunsowAzuy“ g 5 
SunsopsSueSsny sop aoe ae UNZ}ISMIWIWIBSNT, 
°/, UL oJneqsnvosedry suoqiospy Sul # 























4U mg Kaolin 


El.-fl. eluiert; 
Pr 4,0 


5 eem 


0 


» 


Aadsorbat mit 


GO? bie «x 


M1ution: 


Temperatur: 


> 4 
as 


a Cnr s 





RarEn gra. 


20m verwendeten Lipasen 


>r-pot 


A dsc 


» W 





Zur Kenntnis der Lipase aus dem Darmsaft der Weinbergschnecke. 185 


Der Arbeitsgang war im allgemeinen folgender: Eine entsprechende 
Menge der (glycerinhaltigen) ,,Enzymlésung D“, gegebenenfalls noch mit 
Wasser verdiinnt, wurde mittels n/2-Essigsiiure auf p,, 4,0 eingestellt {nur 
Versuch 4 wurde ohne Ansiuerung bei der natiirlichen Aciditét der Enzym- 
lésung (5,5) vorgenommen] und dann das Adsorbens unter Schiitteln und 
Riihren in wiBriger Suspension oder direkt als Pulver zugesetzt; die Mengen 
sind aus der Tabelle ersichtlich. Durch scharfes Zentrifugieren wurde das 
Adsorbat von der Restlésung abgetrennt und nach dem Waschen mit ,,Wasch- 
fliissigkeit“ (0,05 n-Essigsiiure mit 30 Gewichts-°/, Glycerin) die Lipase aus 
dem Adsorbat mit ,,Elutionsfliissigkeit’ (Volumen gleich dem der an- 
gewandten ,,Enzymlésung D“, auBer Versuch 10 und 11) eluiert (0,04 n- 
Ammoniaklésung mit 30 Gewichts-°/, Glycerin). Fiir eine zweite Adsorption 
(Versuch 12) wurde die so gewonnene Elution auf die gleiche Weise be- 
handelt. Die einzelnen Operationen wurden gleich im graduierten Zentri- 
fugenglas vorgenommen und die Analysen zur Berechnung des Adsorptions- 
effektes mit aliquoten Teilen der Enzymlésungen durchgefiihrt. Der Kiirze 
und Ubersichtlichkeit wegen wurde von einer ausfiihrlichen Anfiihrung 
aller Analysendaten abgesehen und die gefundenen Lipasemengen gleich in 
Prozenten angefiihrt. Die Amylasebestimmungen wurden nach der Methode 
von Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse') vorgenommen, in 
Anbetracht der geringen Enzymmengen aber nur mit ‘/,, des dort angegebenen 


Bestimmungsansatzes. 


Die py-Kurve der gereinigten Helizlipase. Die Bestimmung 
der py-Kurven der gereinigten Helixlipase wurde stalagmometrisch nach 
dem fiir das ungereinigte Ferment iiblichen Ansatz, aber nur mit Puffer I 
vorgenommen. In der Tabelle stehen in der Kolonne A die Prozent ge- 
spaltenes Tributyrin durch die nach Adsorptionsversuch 10 (einmalige Ad- 
sorption und Elution) gereinigte Lipase (pro Bestimmung 27 cmm 1. Elution: 
1,33 B.-E.), in der Kolonne B die Werte fiir das nach Adsorptionsversuch 12 
(2malige Adsorption und Elution) gereinigte Enzym (0,1 ccm 2. Elution pro 
Bestimmung: 1,44 B.-E.). 





Pu 13,0] 4,1] 4,8] 5.6] 5,8] 6,4] 6,7] 69] 7,4] 7,8] 8,4] 8,7] 9,3 
At — igtsieess ~ i — i550] — | — 1585) — la6e] — 
B 41,0] 12,5] 29,5] — | 49,5} 56,0] 57,0] 58,0]56,5| — | 55,0] — | 44,5 


Die einmal gereinigte Lipase zeigt keine Verlagerung des 
Py-Optimums. Bei der durch 2malige Adsorption gereinigten 
Lipase ist zwar keine groBe Verschiebung gegen den alkalischen 
> ‘ . ° r s 7 " . 
sereich, aber doch eine Tendenz dazu zu erkennen p,, 6,9; scheinbar 
werden die das p,,-Optimum der ungereinigten Lipase bedingenden 
Begleitstoffe sehr hartniickig zuriickgehalten. Die in der Tabelle 
angefiihrten Werte sind in zahlreichen Versuchen identisch 


1) Diese Z. 126, 143 (1923); vgl. Rona, Praktikum der physiol. Chem.: 
» Mermentmethoden“ 174 (1926). 
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gefunden worden, so daB die gefundene geringe p,,-Verschiebung 
nicht in Versuchsfehlern zu suchen ist. 


Die Substratspezifitit der gereinigten Lipase. Die Bestim- 
mung wurde nach der schon fiir die ungereinigte Lipase beschriebenen titri- 
metrischen Methode vorgenommen. Von den dort untersuchten Substraten 
wurden Tributyrin, Methylbutyrat und Oliven6l auf ihre Spaltbarkeit durch 
die nach einmaliger Adsorption und Elution gereinigte Helixlipase (Ad- 
sorptionsversuch 11) gepriift. Die angewandte Lipasemenge (vorher 
stalagmometrisch ermittelt) war die gleiche, nimlich 21 B.-E., enthalten in 
45 ecm Elution. 


























Substrat Tributyrin Methylbutyrat Oliven6l 
Spaltung in ccm 
n/2-KOH 0,49 0,16 0,07 
Rel. Spaltung in °/, 100 33 14 
Ungerein. Lipase 
Rel. Spaltung in °/, 100 54 1,5 


Auch die gereinigte Lipase zeigt die gleiche Substratspezi- 
fitit wie die ungereinigte; die T'ributyrinspaltung iiberwiegt die 
Methylbutyrat-, und diese die Olivenédlspaltung. Aber die Ver- 
hiltniszahlen haben sich im Vergleich zur ungereinigten Lipase 
zugunsten einer besseren Olivendlspaltung und zur Benach- 
teiligung der Esterspaltung geindert; der Gedanke an eine gréBere 
Ahnlichkeit mit Pankreas- als mit Leberlipase liegt hier noch 
niher als beim ungereinigten Ferment. Zur Ubersicht wurden auch 
die relativen Werte fiir die ungereinigte Lipase in dieser Tabelle 
noch einmal angefihrt. Einflu8 der Enzymreinigung (Abtrennung 
von Begleitstoffen) kommt hier deutlich zum Ausdruck. 


Vergiftungsversuche mit gereinigter Lipase. Die 
durch 2malige Adsorption und Elution — nach Adsorptions- 
versuch 12 — gereinigte Helizlipase zeigt den Giften gegeniiber 
das gleiche Verhalten wie die ungereinigte Lipase; sie ist atoxyl- 
resistent und chinin- und NaF-empfindlich. Wéahrend aber die 
Hemmungswerte bei Chinin die gleichen geblieben sind, haben 
sie beim NaF von 36 auf 26°/, abgenommen. 


Die Versuchsverhiltnisse waren die gleichen; die pro Bestimmung 
verwendete Enzymmenge betrug 68 cmm der 2. Elution (0,86 B.-E.). 


Die Helizlipase zeigt somit auch im gereinigten Zustand 
den Giften gegeniiber ein tihnliches Verhalten wie die Pankreas- 
lipase der Wirbeltiere. 
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i Giftmenge im Be-]| , 
; . /) gespal. Butyrase- | Hemmung (H) 
Gift ———— Tributyrin einheiten etwa °/, 
ohne Gift — 41,0 0,86 — 
Atoxyl 0,5 40,0 0,82 5 
i , 0,5 39,0 0,80 7 
‘ 2,0 40,0 0,82 5 
Chinin-HCl 1,5 37,0 0,74 14 
7 1,5 36,5 0,73 15 
3,0 33,0 0,64 26 
NaF 3,5 33,0 0,64 26 
i" 3,5 33,0 0,64 26 
Zusammenfassung. 


Lipase aus dem Darmsaft der Weinbergschnecke hat im 
natiirlichen wie im gereinigten Zustand p,-Optimum 6,7 (stalag- 
mometrische Bestimmung); der JoneneinfluB ist gering. Die titri- 
metrische Bestimmung (héhere Temperatur und langere Spaltungs- 
zeiten) ergibt p, = 6,3 und steilen Abfall der Kurve gegen den 
alkalischen Bereich (Resistenzoptimum ?). Das Temperaturoptimum 
liegt bei 35°, bei niederer Temperatur findet noch gute Spaltung 
statt (wichtig fiir poikilotherme Tiere). Der Reaktionsverlauf ist 
monomolekular (stalagmometrische Bestimmung). Die relative Spalt- 
barkeit verschiedener Substrate zeigt, abnehmend geordnet, folgende 
Reihe: Tributyrin > Methylbutyrat > d,l-Mandelsiiuremethylester ) 
Rizinusél ) Olivendl. Vom racemischen Mandelsiuremethylester 
wird die linksdrehende Komponente rascher gespalten. Die Lipase 
ist atoxylfest und chinin- und NaF-empfindlich. Albumin hemmt, 
Ca-Oleat und Ca-Oleat + Albumin hemmen fast vdllig. d,l-Leucyl- 
glycyl-glycin aktiviert nicht. 

Durch Adsorption an Kaolin wurde die Lipase gereinigt und 
von der Amylase abgetrennt. Sie zeigt nur eine Andeutung einer 
Verschiebung des p,,-Optimums gegen den alkalischen Bereich 
(P, = 6,9). Die Substratspezifitit und die Vergiftungserscheinungen 
sind im wesentlichen unverindert geblieben. 


Die Helizlipase zeigt im ungereinigten und gereinigten Zu- 
stand auf Grund ihrer Substratspezifitit — falls man von der 
schweren Spaltbarkeit der echten héheren Fette absieht —, ihrer 
stereochemischen Spezifitat und ihres Verhaltens Giften gegeniiber 
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eine gewisse Ahnlichkeit mit der Pankreaslipase der Wirbeltiere: 
andererseits erinnert die Wirkung der Aktivatoren an die intra. 
cellulire Leberlipase. Mit dieser Sonderstellung ist eine Zuordnung 
der Helrzlipase zu einer der bekannten als einheitlich betrachtete; 
Lipasen nicht méglich. Entsprechend den Untersuchungen yon 
Wolvekamp und Griffioen (a. a. O.) ist die Helizlipase viel. 
leicht gleichfalls ein Gemisch verschiedener Lipasen, in dem dic 
niedere Fette und einfache Ester spaltenden Komponenten vor. 
herrschen und ein die echten Fette spaltender Anteil nur in ver- 
schwindender Menge zugegen ist. 


Die Lipase der Mitteldarmdriise zeigt vorliufig ein etwas 
anderes Verhalten als die Lipase des Darmsaftes; sie hat ihr 
py-Optimum im ausgesprochen alkalischen Gebiet (p,, = 9,0) und 
wird yon Ca-Oleat + Albumin bei alkalischerer Reaktion (p,, = 9) 
fast nicht gehemmt, aber auch nicht aktiviert; bei p,, = 6,7 ist 
eine Hemmung zu verzeichnen. 


Die Versuche wurden zum GroBteil mit Apparaten der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt, die Herrn Professor Paul Kriiger 
zur Verfiigung gestellt worden sind. 
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Isolierung des Lipochroms aus Hithner- und Pferdefett. 
Einige Beobachtungen an menschlichem Fett. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1934.) 


Die Fettfarbstoffe der héheren Tiere haben die Aufmerksam- 


| keit der Physiologen friihzeitig erregt und das Interesse ist noch 


hedeutend gestiegen, seitdem der nahe Zusammenhang zwischen 


 Carotin und A-Vitamin bekannt geworden ist. Uberblickt man 
| jedoch die einschligige Literatur, so fallt der Mangel an pri- 


parativen Ergebnissen auf. Meist wird der Nachweis bzw. die 


| Diagnose des Lipochroms mit Hilfe von unspezifischen Farben- 
reaktionen oder auf spektroskopischem Wege gefiihrt. Nach 


keinem dieser Verfahren lit sich aber einwandfrei feststellen, 


ob das Polyen ohne jede chemische Anderung das Fettgewebe 


erreicht hat. 

Nach mehrfachen, auch nach unseren Beobachtungen gibt 
sich z B. eine begonnene Autoxydation von Carotinoiden nicht 
immer auffallend im Spektrum kund und jedenfalls ist auf diesem 
Wege nicht zu entscheiden, inwiefern der aus dem Pflanzenreiche 
stammende Farbstoff seine Krystallisationskraft und empirische 
Zusammensetzung noch besitzt. 

Seit der grundlegenden Arbeit von R. Willstitter und 
H.H. Escher!) iiber das Pigment des Eidotters, ferner von 
H.H. Escher?) iiber das Corpus luteum der Kuh sind aus einzelnen 
Siugetierorganen Carotinoide isoliert worden’). Die meisten 
Arbeiten beziehen sich auf solche Stellen des Tierkérpers, an 
denen eine auBerordentlich starke, lokale Anreicherung des Pig- 
ments stattgefunden hat. Wenn z. B. O. Bailly und R. Netter‘) 


1) Diese Z. 76, 214 (1912). *) Diese Z. 83, 198 (1913). 

‘) Zusammenfassendes: P. Karrer u. H. Webrli, 25 Jahre Vitamin- 
A-Forschung. Nova acta Leopoldina (Halle a. §.). Neue Folge 1, 175—275 
(1933). — L. Zechmeister, Carotinoide. Berlin: Julius Springer (im Druck). 

4) C. r. Acad. Sci. Paris 193, 961 (1931). 
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aus 1kg Nebennieren 0,3 g Carotin C,,H,, gewinnen konnten, g0 
erscheint demgegeniiber die Verarbeitung von Depotfett als eine 
recht undankbare Aufgabe, entfallen doch in den von uns unter. 
suchten Fallen z. B. 200000 Teile farblose Lipoide auf 1 Gewichts. 
teil Pigment. 

Als wichtigstes Hilfsmittel diente bei den neuen Versuchen 
die chromatographische Adsorptionsanalyse nach M. Tswett?); 
aber der Verlauf sogar dieser, hervorragend selektiv arbeitender 
Methodik wird, auch wenn die Fette vorher verseift wurden, von 
dem anhaftenden Cholesterinanteil des Gesamtlipoids empfindlich 
gestért, indem Carotinoide, die sonst in dem oberen Teil der 
Adsorptionsschicht sich fixieren, nun durch die Siaule gehen, 
Unterbricht man den Versuch, knapp bevor dies eingetreten ist, 
und wiederholt einige Male die Aufteilung, so bessert sich das 
Bild allmaéhlich; zum Schluf verliuft die Chromatographie 
normal und dann steht auch das Lipochrom fiir Krystallisier- 
versuche bereit. 

In mehreren Fallen wird die Ausschaltung der Fettstoffe so 
vorgenommen, daB man aus der Benzinlésung des unverseiften 
Ausgangsmaterials zunichst das Gesamtpigment durch Schiitteln 
mit Aluminiumoxyd aufnimmt, worauf das Eluat des abgesaugten 
Oxyds verseift und erst dann die von Tswett erfundene Aus- 
fiihrungsform der Adsorptionsanalyse befolgt wird. 

Die unten mitgeteilten Versuche fiihrten zu dem folgenden 
Ergebnis: 

a) Hiihnerfett (ausgeschmolzen). In 1 kg wurden colori- 
metrisch 5 mg Lipochrom bestimmt, das frei von Polyenkohlen- 
wasserstofien war. Wir isolierten aus 2 kg Fett: 4 mg analysen- 
reines Xanthophyll (Lutein), also 40°/, des Gesamtpigments. 

b) Pferdefett (aus den Schenkeln). In 1 kg waren rund 
6 mg Polyene enthalten (0,0006°/,), und zwar fast ausschlieBlich 
8-, daneben etwas e-Carotin. Reinertrag aus 2 kg: 3 mg Carotin 
(= 25 ° oi 

Cc) aida: tiber das bereits kurz berichtet wurde”), ent- 
hielt gleichfalls nur Carotine, nimlich 11 mg pro kg = 0,001°/,. 
Isoliert: 2mg reines #-Carotin aus 0,9kg (=20°/, des Pigments). 





1) Die Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt. Warschau (1910) 
[russ.]. — A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 220, 247, 263 (1933). — 
A. Winterstein in G. Kleins Handbuch der Pflanzenanalyse 4, 1403 bis 
1437. Berlin, Julius Springer (1933). 

”) Ber. chem. Ges. 67, 154 (1934). 
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d) Menschliches Fett. Die Farbstoffmenge liegt in der 


_ angegebenen GréBenordnung und besteht in der Regel aus beiden 
_ Typen. Auch hier erhielten wir krystallisierte Praparate, wortiber 
_ spiter berichtet wird. 


Es bestatigt sich also auch auf priiparativem Wege die 


'yon L. S. Palmer und Mitarbeitern') stammende, wu. a. von 
'H.v.d. Bergh, P. Muller und J. Broekmeyer?) bekriftigte 
| Beobachtung, daB einzelne héhere Tierarten ein ausgeprigt 
' selektives Speicherungsvermégen gegeniiber den, aus der 
_ Pflanze aufgenommenen Lipochromen besitzen: von dem Pferd und 
_ der Kuh werden Kohlenwasserstoffe, von dem Gefliigel die sauer- 
| stoffhaltigen Polyene bevorzugt. Keines dieser Tiere verwandelt 
' das einmal deponierte Lipochrom in andere Carotinoide; das 
 Krystallisiervermégen bleibt unberiihrt. 


Interessante Probleme ergeben sich in Zusammenhang mit 


dem Farbstoff des Hihnerfettes, in Hinblick auf die Provitamin- 
| A-Rolle des Carotins und auf die biologische Unwirksamkeit 
' der Xanthophylle am Siugetier. Schon aus den Arbeiten von 


R.Willstatter und H.H.Escher sowie von L.S.Palmer (a. a. 0.) 


ist ersichtlich, daB die Henne keinen Carotin-Vorrat dem Ei mit- 


gibt’), wohl aber viel Xanthophyll, von der Zusammensetzung 
O,)Hs,0,- Daher mu8 der chemische Mechanismus des Wachs- 


tums im Vogelkérper auf eine ganz besondere Art geregelt sein, 
welche gegeniiber den héheren Siaugetieren als komplementir 
 erscheint. 


Ohne auf eine ausfiihrlichere Diskussion der hieriiber vor- 
liegenden Literatur eingehen zu wollen‘), sei auf Grund der 
Forschungen von P. Karrer, H.v. Euler und M. Rydbom®, 
H.v. Euler, P. Karrer und M. Rydbom®), ferner von R. Kuhn 
und H. Brockmann’) betont, daB das Xanthophyll an Hiihnern 
sich als biologisch wirkungslos erwiesen hat. Andrerseits ist die 





) J. of biol. Chem. 23, 261 (1915); 27, 27 (1916). — L. S. Palmer 


| und ©. Eckles, J. of biol. Chem. 17, 191, 211, 223, 287, 245 (1915). — 


L.§.Palmer u. H.L.Kempster, J. of biol. Chem. 39, 331 (1919). — 
Vgl. die Monographie von L. 8. Palmer, Carotinoids and related pigments. 
New York: The Chemical catalog Comp. (1922). 

*) Biochem, Z. 108, 279 (1920). 

*) Gegenteilige Angaben von W.v.Drigalski sind korrekturbediirftig, 
Z. Vitaminforsch. 3, 37 (1934). 

4) Vgl. die in den vorangehenden FuBnoten zitierten Werke. 

5) Helvet. chim. Acta 13, 1059 (1930). 

°) Ebenda 14, 1428 (1931). 7) Diese Z. 221, 129 (1933). 
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Leber der Kiichlein in den ersten Lebenstagen frei von Carotin, 
aber xanthophyllhaltig [H. v. Kuler und E. Klussmann})], 


Da das Lipochrom des deponierten Fettes in bezug anf 


seine Zusammensetzung ungefiihr mit demjenigen des Blitserums 
iibereinstimmt?), scheint das Xanthophyll in die allgemeine Stoff. 
zirkulation des Pferdes und der Kuh nicht mit einbezogen 2 
sein. Demgegeniiber konnten wir im Pferdemist groBe Mengen yon 
Polyenalkoholen nachweisen und das gleiche gilt fiir Kuhkot’, 


Aus den Untersuchungen von H.v. d.Bergh, P. Muller und 
J. Broekmeyer (a. a. O.) sowie aus unseren priiparativen Ansiitzen 
folgt mit Bestimmtheit, daB die Zusammensetzung des Lipo. 
chroms im menschlichen Fett groBen individuellen Schwan. 
kungen unterworfen ist.) Der Quotient Carotine/Xanthophylle 
ist hier keineswegs konstant, und von einer scharfen Selektivitit 
kann in diesem Falle nicht die Rede sein. Es sei erwihnt, dai 
je nach der Ernihrungsweise auch spezielle Carotinoide im Fett. 
gewebe des Menschen deponiert werden kénnen, was sich durch 
den spektroskopischen Nachweis von Capsanthin C,,H,.0, er- 
heben lieB; dieses farbkriftige Polyen entstammte der paprika- 
reichen Diit des ungarischen Landvolkes. AuBerdem fanden wir 
ein Carotinoid mit auffallend kurzwelligen Absorptionsbindem 
vor, welches noch untersucht wird; seine optischen Schwerpunkte 
liegen in Schwefelkohlenstoff bei 456 bzw. 428 wu. 


In einem merkwiirdigen Gegensatz zu den erwihnten Tat- 
sachen steht das farblose Fettgewebe mancher Tiere. Wenn z. 5. 
das Schwein trotz eines, an Polyenen auBerordentlich reichen 
Futters (Mais) nicht imstande ist, seinen Speck zu fairben, so be- 
stehen hier besondere Verhiltnisse, deren Studium wichtig ist, 
schon in bezug auf die 6fters aufgeworfene Frage nach einer 
etwaigen Beteiligung des deponierten Fettpigments an dem Lipoid- 
stofiwechsel. | 





1) Biochem. Z. 256, 11 (1932); vgl. auch E. Virgin u. E. Klussmann, 
Diese Z. 213, 16 (1932). 

2) Vel. z. B. H.v. d. Bergh u. Mitarb. (a. a. O.); Ch. L. Connor, J. 
of biol. Chem. 77, 619 (1928); H. v. Euler u. E. Virgin, Biochem. Z. 245, 
252 (1932). 

8) P. Karrer u. A. Helfenstein, Helvet. chim. Acta 13, 86 (1930). 

4) Literatur: St. Rothman u. F. Schaaf, Chemie der Haut. Handb. 
d. Haut- u. Geschlechtskrankheiten I 2, S. 161, besonders S. 267. Berlin: 
Julius Springer 1929; W. v. Drigalski, Z. f. Vitaminforsch. 3, 37 (1934); 
H. v. d. Bergh, P. Muller u. J. Broekmeyer, a. a. O. 
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Die unten beschriebenen Versuche werden fortgesetzt und auf 


pathologische Gebilde ausgedehnt. Herrn Prof. Dr. B. v. Entz danken 
wir fir die Uberlassung von menschlichem Fett. 


Versuche. 
1. Lipochrom aus Hiuhnerfett. a) Darstellung eines Roh- 


' produktes. 2 kg ausgeschmolzenes Fett wurden in eine Lésung von 500g 
| Atzkali in 3 Liter 96°/,igem Alkohol eingelegt und '/, Stunde in einem 
| Wasserbad von 50° gehalten, wobei eine nahezu klare Liésung entstand. 
| Wir haben sie noch vor dem Erkalten mit 8 Liter Ather und dann, anteils- 
_ weise, sehr vorsichtig mit Wasser versetzt, bis sich die Schichten trennten. 
' Man zieht nun die abgelassene untere Phase wiederholt behutsam mit Ather 
' aus und fiigt die Extrakte zur Hauptlésung, die nahezu alkalifrei gewaschen 
_ wird. Der ttberwiegende Anteil des Lipoids ist so entfernt worden, nicht 
' aber die schwer verseifbare Komponente desselben. 


Wir haben daher die itherische Farbstofflésung (2 Liter) 1 Tag iiber 


’ 30°/,igem methylalkoholischem Kali stehen gelassen, sodann wurde die 
_abgehobene Oberschicht mit Hilfe eines groBen Faltenfilters von suspen- 


dierten Seifen befreit. Da die letzteren Farbstoff zuriickhalten, nimmt man 


sie zweckmaBig in Sprit auf und vereinigt die Lésung mit der methylalko- 


holisch-alkalischen Schicht. Der Polyengehalt wird dann daraus durch 


| Zusatz von viel Wasser in Ather iibergetrieben und der letztere zur iithe- 


rischen Hauptlésung gefiigt (opt. Schwerpunkte in CS,: 505, 473 uu). 
Diese 1iBt bei dem Einengen unter vermindertem Druck eine rote 


| Salbe zuriick, die in leichtem Petrolither gelést und wiederholt mit je 


1 Vol. 90°/,igem Holzgeist geschiittelt wurde. Annihernd 90°/, des Farb- 
stoffs suchten die Unterschicht auf und auch der in der oberen Phase ver- 


| bliebene Anteil bestand nicht aus Polyenkohlenwasserstoffen, sondern 
| hauptsiichlich aus schwer verseifbarem Farbwachs, dessen alkoholische 


Komponente nach wiederholter Hydrolyse sich rein hypophasisch verhielt. 


' Die praktisch vollstindige Abwesenheit von Carotin wird auch chromato- 
graphisch bekriftigt: nur belanglose Spuren lieBen sich im Spektroskop 
- eben noch nachweisen (Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff: 518, 483 uy), 


b) Reinigung. Die iiberwiegende Menge des Fettpigments wurde 
aus dem Methanol in Ather iibergefiihrt und das getrocknete Liésungsmittel 
verjagt. Die Lésung des Riickstandes in rund 20 ccm Schwefelkohlenstoff 
diente zur Chromatographie in einem Gemisch von Calcium carbonic. pur. 
Merck und Cale. carbonic. laeviss. (1:1)'). Es zeigte sich, da8 die Lésung 
noch immer sehr reich an Sterinen und anderen Begleitstoffen war, welche 
das Festhalten der Polyene verhindern. Wir brachen daher den Versuch 
ab, als der nach unten wandernde Farbring die Basis der Siule fast er- 
reicht hatte, eluierten dann mit methanolhaltigem Ather und wiederholten 
die Adsorption. Der Quotient Farbstoff/Farbloses ist nun merklich giinstiger 


f geworden, so daB man mit etwas Schwefelkohlenstoff nachwaschen konnte, 


ohne das véllige Durchsickern des Pigments zu riskieren. Ein dritter Ver- 
such verlief bereits normal, obzwar niedriger-disperses Carbonat angewandt 





) Liebigs Ann. 509, 269 (1934). 
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wurde (fein: grob = 1:8). Abgesehen von einem belanglosen Farbstrich, 
bildeten sich eine sehr diinne und darunter eine viel breitere, orangegelhe 
Zone aus. 

In der ersteren kommt (nebst Xanthophyllen C,,H,;,0,) auch Viola. 
xanthin C,,H;,0, vor, das mit Hilfe der stark blauen Salzsiurereaktioy 
(25°/, iger HCl) sowie spektroskopisch nachgewiesen wurde (Schwerpunkte 
in Schwefelkohlenstoff: 502 und 472 wu). Fir Krystallisierversuche war 
die Menge dieses Polyens viel zu gering. 

Der Hauptfarbstoft besaB optische Schwerpunkte bei 508 baw. 476 uy 
(CS,). Er wurde, wie oben angegeben, eluiert und in Ather tibergetrieben, 
den wir nach dem Trocknen verdampften. Der Riickstand konnte jp 
wenigen Tropfen Chloroform aufgenommen und mit leichtem Petrolither 
wieder gefillt werden und zwar in Form von feinen, unter dem Mikroskop 
villig einheitlichen Nadeln. Nach einer zweiten Umscheidung lagen 4 mg 
eines Farbstoffs vor, der alle Merkmale des Xanthophylls (Lutein) zeigt, 
Schmelzp. 189° (korr.); mit einem Vergleichspriiparat (aus der Sonnenblume): 
keine Depression. Salzsiureprobe: negativ. Absorptionsmaxima: wie oben, 


3,592 mg Subst.: 11,090 mg CO,, 3,225 mg H,0. 
C,H,,0, Ber. C 84,45 H 9,92 Gef. C 84,20 H 10,04. 


Zur Entscheidung der Frage, inwiefern das Xanthophyll des Hiihner- 
fettes verestert vorliegt, wurde eine Lisung von 240 g unausgeschmolzenem 
Fett in 1 Liter leichtem Benzin zweimal mit je 50 g Aluminiumoxyd (fir 
Adsorptionszwecke, Merck, standardisiert nach H. Brockmann) geschiittelt, 
Sodann haben wir das abgenutschte Oxyd, das gesamte Lipochrom ent- 
haltend, mit methanolhaltigem Ather behandelt und den so eluierten Farb- 
stoff swischen Petrolither und 90°/, igem Methanol (1: 1) verteilt: 


Obere Schicht: enthilt °/, des Pigments; Schwerpunkte in CS,: 505, 475 uu, 
untere » —. ” ” » 9 906, 475,5 uu. 


Die obere Phase enthilt also ein Farbwachs der im Holzgeist ge- 
lésten Xanthophyllart. Wird die abgehobene petrolitherische Fliissigkeit 
verdampft und der in Ather aufgenommene Riickstand mit methylalkoho- 
lischem Kali hydrolysiert, so verhilt sich das Pigment bei einer wie oben 
ausgefiihrten Entmischungsprobe nunmehr quantitativ hypophasisch, ohne 
da8 sich das Spektrum merklich verschoben hitte. 


2. Lipochrom aus Pferdefett. Die alkalische Hydrolyse und die daran 
anschlieBende Behandlung des (nicht ausgeschmolzenen) Fettes (2 kg) ent- 
spricht den Angaben von Abschnitt 1. Die nach der zweiten Verseifung er- 


haltene Atherlésung hinterlie8 in diesem Falle einen festen Riickstand, der § 


groBenteils aus Cholesterin-Krystallen bestand, welche von Polyen geritet 
waren. Bei der nun folgenden Verteilung awleibeis Petrolither (Siede- 
punkt 30—60° und ebensoviel 90°/, igem Holzgeist ging */,, des Lipochroms 
in die obere Phase. 

Die methylalkoholische Schicht, deren Farbkraft etwa 1,5 mg Blatt- 
xanthophyll entsprechen wiirde, gab in Schwefelkohlenstoff ein véllig ver- 
schwommenes Spektrum, man konnte nur um 455 wu ein einigermafen 
ausgeprigtes Band wahrnehmen. Ein aus Benzin auf Calciumhydroxyd 
bereitetes Chromatogramm bewies, da in diesem Anteil des Pigments haupt- 
siichlich Autoxydationsprodukte enthalten sind, die an dem oberen Teil der 
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Siule hingen bleiben. Nur ein blasser, zwirndiinner Ring, dessen Farbstoff- 
inhalt knapp zu einer spektroskopischen Messung reichte, ergibt in Schwefel- 
kohlenstoff Schwerpunkte, die denjenigen des Xanthophylls nahestehen (505 
und 473 wp). 

Die in dem Petrolither aufgenommene Lipochrom-Hauptfraktion be- 
saB bereits in rohem Zustand carotinartige Absorptionsmaxima (517, 484 uu 
in CS,), die Bander waren indessen noch unscharf begrenzt. Die Chromato- 

aphie aus leichtem Benzin verrit auf Calciumhydroxyd sehr groBe Mengen 
yon farblosen Begleitern, die sich in der oberen Hilfte des Adsorptions- 
mittels anreichern. Bei dem Nachwaschen mit Benzin drang der Farbstoff 
nach unten vor und er begann, nachdem die halbe Héhe passiert war, in 
zwei Farbringe zu zerfallen. Man sah eine 10 mm breite, kriftig orange- 
gelbe Schicht und nabe darunter einen weit farbschwiicheren, zitronengelben 
Ring (5mm). Spektroskopische Daten (in Schwefelkohlenstoff): 


Hauptzone: 518, 484 wu, sie besteht hauptsichlich aus §-Carotin. 
Nebenzone: 511, 479 wu, ,, a = », .«-Carotin. 


Der Farbstoff wurde aus dem Hydroxyd mit methanol-haltigem Ather 
eluiert; wir wuschen den Extrakt wiederholt mit Wasser und dampften ihn 
nach dem Trocknen ab. 

Der an den Wanden des Kélbchens haftende, feste, rote Film war nun 
sterinfrei; aus 0,3 ccm Benzol und einigen Kubikzentimetern Methanol um- 
geschieden, lieferte er bei 0° Carotin-Krystalle (3mg). Die Wiederholung der 
Umkrystallisation fiihrte zu makroskopisch sichtbaren Tifelchen mit starkem 
Metallglanz, welche die Eigenschaften des #-Carotins zeigen. Reinausbeute: 
2mg; Schmelzpunkt und Misch-Schmelzpunkt mit einem Vergleichspriparat: 
180—181° (korr., Olbad). Die optischen Schwerpunkte waren scharf aus- 
geprigt und lagen in Schwefelkohlenstoff bei 519,5 und 485 uy. 


1,810 mg Subst. (einige Stunden im Vakuum iiber P,O, getr.): 5,938 mg 
CO,, 1,677 mg H,O. 
CyHs Ber. C 89,48 H 10,52 Gef. C 89,47  H 10,87. 


Die nur blaBgelbe Mutterlauge der zweiten Umscheidung wurde ver- 
nachlissigt, in derjenigen der ersten Krystallisation hat sich das o-Carotin 
merklich angereichert. Die Lésung ist rechtsdrehend und zeigt in CS, ein 
unscharfes Spektrum, dessen Extinktionsmaxima bei 513 bzw. 479,5 uu liegen; 
nach lingerem Stehen schied sie noch etwas krystallisiertes Carotin ab. 
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Uber das Hypophysenvorderlappen-Sexualhormon 
aus Schwangerenharn. 


Von 


Felix Haurowitz, Max Reiss und Josef Balint. 





(Aus dem Med.-chem. Inst. u. d. Inst. f. allg. u. exper. Pathol. d. Deutschen Univ. in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1934.) 


Wir haben kirzlich in dieser Zeitschrift (222, 44 (1933)] tiher 
Aktivierung des im Titel genannten Hormons berichtet. Nun hat 
uns Herr Prof. B. Zondek (Stockholm) brieflich mitgeteilt, daf 
diese Aktivierung von anderer Seite nicht bestatigt werden kénne, 
Wir haben daher unsere Versuche wiederholt und berichten zu- 
nichst tiber das Versuchsmaterial, auf das sich unsere Mitteilung 
stiitzte und von dem nur ein kleiner Teil verdéffentlicht worden 
war; im Anschlu8 daran teilen wir das Ergebnis unserer neuen 
Nachuntersuchung mit. 

Wir waren stets derart vorgegangen, da8 die einen von uns (R. u. B) 
die Darstellung und Auswertung des Rohhormons und die Auswertung der 
gereinigten Fraktionen vornahmen. Als Grenzdosis diente, ahnlich wie bei 
anderen Autoren, die Follikelreife des Ovars infantiler Miuse, die mit einer 
Verdickung des Uterus einhergeht. — Die chemische Fraktionierung hat 
der andere von uns (H.) durchgefiihrt. — Als Ausgangsmaterial fiir unsere 
Versuche hatten wir zwei verschiedene Priparate von Rohhormon (Spiritus- 
fillung) verwendet, deren Auswertung 1 M.E. in 2,5 bzw. 15 mg ergeben 
hatte (vgl. a. a. O., S. 48 und die folgende Auswertung): 

Rohhormondosis. . 25 80 2,5 0,8 0,25 0,08 0,025 mg 
Wirhumg . - «5 +++ + + 0 0 0 0 

Dieses Ergebnis entsprach wiederholten Erfahrungen, die Reiss und 
Balint bei der Auswertung von Schwangerenharn und von Rohhormon- 
priparaten aus Schwangerenharn gewonnen hatten. 

Die beiden Rohhormone wurden insgesamt in 7 Ansitzen mit Benzoe- 
siure-Aceton fraktioniert und lieferten Reinhormone, deren Auswertung 
2000, 3000, 30000, 30000, 1800, 17000 bzw. 10000 M.E. in 1 mg ergab. 
Da nun 1 g Rohhormon etwa 5—15 mg Reinhormon lieferte, muBten wir 
auf eine starke 9 ig. im Verlaufe der Reinigung schlieBen. 

Bei Wiederholung des gleichen Vorgehens beobachten wir nun 
schwankende Ergebnisse. So erhielten wir neben einem in der 
friiher beschriebenen Weise aktivierbaren Rohhormon ein anderes 
Rohhormon, dessen Auswertung den unerklirlich hohen Wert von 
14000 M.E. in 1 mg ergab und das sich durch Fraktionierung 
mit Benzoesiure—Aceton nicht weiter aktivieren lieB. Dies zeigt, 
da8 Faktoren, die wir experimentell bisher nicht fassen konnten, 
fiir die Grundlage unserer Versuche von wesentlicher Bedeutung 
sind. Die ungeklarte Diskrepanz der Befunde bildet den Gegen- 
stand einer Untersuchung, iiber deren Ergebnis im gegebenen 
Zeitpunkt berichtet werden soll. 

Herrn Prof. B. Zondek sind wir fiir die Mitteilung seiner negativen 
Nachpriifungsbefunde zu groBem Danke verpilichtet, da sie uns zu der 
vorliegenden Revision unserer Versuche veranlaBt hat. 
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Die Uberfihrung von Koprostanon in Koprosterin. 
Von 


Herbert GraBhof. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1934.) 








Wie ich kiirzlich gezeigt habe, laBt sich das nach dem Ver- 
fahren von Diels?) oder von Windaus?) leicht zugingliche Chole- 
stenon in dtherischer Lésung mit Palladiummohr glatt zum Kopro- 
stanon hydrieren’). Ich habe nun einen Weg gesucht, um vom 
Koprostanon zum Koprosterin zu gelangen. Bei der Hydrierung 
mit Natrium und Alkohol entsteht aus dem Koprostanon haupt- 


i sichlich das nicht mit Digitonin fallbare Epikoprosterin, das sich 


mit Natriumithylat bei 180° zu etwa 10—20°/, in Koprosterin 
umwandeln laBt*). Die Ausbeute ist gering, die Trennung der 
Isomeren miihsam und kostspielig. 

Es ist nun nach den Untersuchungen verschiedener Autoren 5) 
bekannt, daB bei der katalytischen Hydrierung mit Platin—Hisessig 
ein anderes Stereoisomeres entsteht als bei der Hydrierung mit 
Natrium und Alkohol. Ich habe diese Methode auf das Kopro- 
stanon iibertragen und tatsichlich gefunden, daB es sich in saurer 
Liésung mit Platinmohr zu 60—70°/, in Koprosterin iiberfiihren 
laBt. Dadurch ist nun auch das Koprosterin ein in beliebiger 
Menge zuginglicher Stoff geworden. 

3 g Koprostanon wurden in 60 ccm Eisessig, 2 com konzen- 
trierter Salzsiure und 8 ccm Isoamylather gelést und bei 65° 
mit 0,8 g Platinmohr und Wasserstoff geschiittelt. Vor jeder 
Hydrierung wurde der Katalysator mit Sauerstoff gesittigt. Nach- 
dem die Wasserstoffaufnahme beendet war, wurde das Lésungs- 
mittel im Vakuum unter wiederholtem Zusatz von Wasser ab- 
gedampft. Da unter den Hydrierungsbedingungen das gebildete 
Koprosterin verestert wird, wurde der Riickstand mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift, dann wurde mit Wasser verdiinnt, 
ausgeithert und die atherische Lésung mit Wasser gewaschen. 
Das nach dem Abdampfen des Athers zuriickbleibende Ol wurde 

14* 
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in wenig Alkohol gelést und heii mit einer Lésung von 7g Digi. | 


tonin in 350 ccm 90°/, Alkohol versetzt. Das ausgefallene Kopro- 
sterindigitonid wurde nach einigem Stehen abgesaugt, mit Alkohol 
gewaschen und nach dem Trocknen durch Pyridin®) zerlegt. Das 
Koprosterin wurde so aus Methanol in derben Nadeln vom Schmelz. 
punkt 101° erhalten. 


0,0213 g Subst.: 2 ccm Chloroform, 1 = 1 dm, « = + 0,30° 
(o]i® =+ 28°. 
Das Benzoat wurde mittels Benzoylchlorid und Pyridin dargestellt 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 124—125° 


0,0207 g Subst.: 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm, « = + 0,32° 
[a]}§ = + 31°. 


Herrn Prof. Windaus danke ich fir die Leitung meiner 
Versuche. 
Literatur. 


Diels u. Mitarb., Liebigs Ann. 459, 21 (1927). 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. III. 
Titrationskurve. 


Von 


K. Myrbiick. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1934.) 








Die nahe Verwandtschaft der Co-Zymase mit der ¢-Adenyl- 
siure wurde in friheren Arbeiten aus diesem Laboratorium er- 
wiesen. Die Adenylséuren sind wie dhnliche gebaute Phosphor- 
siureverbindungen starke Séuren. Die reinsten bisher gewonnenen 
Co-Zymasepriparate geben auch stark saure Liésungen. Line 
Bestimmung der Elektrotitrationskurve wurde von Myrbiack, 
Euler und Hellstrém versucht.') Dabei wurden folgende Er- 
gebnisse gewonnen: Die Priparate verbrauchen im allgemeinen 
wesentlich weniger Lauge als man aus dem Phosphorgehalt be- 
rechnen kann (2 Aquivalente pro Atom P). Die Titrationskurve 
ist zwischen 0 und einem Aquivalent Lauge von normalem Aus- 
sehen, weicht dann aber von dem erwarteten Verlauf stark ab. 
Bei der Inaktivierung der Co-Zymase durch Kochen der waBrigen 
Lésung nahm das Basenbindungsvermégen im allgemeinen wesent- 
lich zu, erreichte jedoch nie den Wert 2 Aquivalente. Die Ver- 
gréBerung des Laugenverbrauches ging mit der Inaktivierung 
parallel. Nun konnte man bei diesen Versuchen selbstverstandlich 
denken, daB die zweifelsohne jedenfalls in kleinen Mengen vor- 
handenen Verunreinigungen den anormalen Verlauf der Titrations- 
kurve bedingen kénnte. Da bei meinen weiteren Versuchen iiber 
die Co-Zymasepriparate in einigen Fallen sehr aktive Praparate 
gewonnen worden sind, habe ich die Titrationskurve neu zu er- 
mitteln versucht. Es erschien méglich, daB man dadurch iiber 
den Unterschied zwischen Co-Zymase und t-Adenylsaiure klar 
werden kénnte. Diese Vermutung erwies sich als richtig. 


') Diese Z. 212, 18 (1932). 
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Die Darstellung und einige Kigenschaften der unten erwahntep 
Praiparate von Hefe—Co-Zymase sind in einer fritheren Arbeit 
beschrieben worden’). 

Die oben erwahnten Ergebnisse iiber den Verbrauch an Lauge konntep 
erstens bestitigt werden. So verbrauchten beispielsweise 5,10 mg des Pri. 
parates 153 mit ACo = 65000 1,19 cem 0,0112 n-NaOH. Das Priiparat 
enthielt 5,21°/) P. Man findet, daB auf 1 Atom P etwa 1,55 Aquiv. Lauge 
kommen. (Wenn nicht anders gesagt wird, wurde zu py = 9 titriert.) Wenn 
die Lésung durch lingeres Erhitzen inaktiviert wurde, stieg der Laugen- 
verbrauch zu etwa 1,8 Aquiv. In derselben Weise verbrauchte das Pri- 
parat 157 mit 5,79°/, P und ACo = 56000 etwa 1,45 Aquiv. Alkali pro 
Atom P. Nach Erhitzen wurden etwa 1,9 Aquiv. verbraucht. 

Es wurde nun untersucht, wie sich t-Adenylsiure und Hefe. 
nucleinsiure unter denselben Bedingungen verhalt. 10 mg Hefe. 
nucleinsiure Béhringer wurde in Wasser unter Zusatz von NaOH 
gelést. Das p,, wurde auf 8,4 eingestellt und die Lésung dann 
im kochenden Wasserbade erhitzt. Auch nach 20 Minuten hatte 
sich die Aciditiét kaum merklich verschoben, waihrend die Co-Zy- 
maselésungen unter denselben Bedingungen zur Wiederherstellung 
der urspriinglichen Aciditit viel Lauge verbrauchen. 2 mg Muskel- 
adenylsiure (= 0,0057 Milliaquiv.) verbrauchten 1,02 ccm 0,0111 n- 
Lauge, also genau die berechnete Menge. Zu der neutralisierten 
Lésung wurde noch 1 ccm derselben Lauge gesetzt, dann wurde 
5 Minuten erhitzt und mit 0,01 n-H,SO, zuriicktitriert. Es zeigte 
sich dabei, daB nicht einmal durch die Erhitzung in der ziemlich 
stark alkalischen Lésung Lauge verbraucht wurde. Wie wir unten 
sehen werden, ist dies im Falle der Co-Zymase in hohem Grade 
der Fall. Wir sehen also, daB unter den Bedingungen, wo weder 
t-Adenylsiure noch die Tetranucleinsiiure saure Gruppen freisetzen, 
bei der Co-Zymase eine Verinderung des Molekiils eintritt, wobei 
saure Gruppen entstehen, die gegen Phenolphthalein titriert 


werden kénnen. 








Tabelle 1. 

Prip. Nr. 233 Erhitzungszeit (Min.) . .| 0 5 | 15 | 27 | 42 | 55 
Reinheitsgrad | Aquiv. NaOH f. 1 Atom P | 1,22 | 1,36 | 1,58] 1,61 | 1,66 | 1,71 
ACo = 128000] Fehitzungszeit (Min.) . .| 0 | 17 | 24 | 35 | 45 

Aquiv. NaOH f. 1 Atom P } 1,22 | 1,48 | 1,57 | 1,60 | 1,63 

Prip. Nr. 234 Erhitzungszeit (Min.) . .}| 0 6 | 20 | 40 
ACo = 122000] Aquiv. NaOH f. 1 Atom P} 1,14] 1,32 | 1,46 | 1,57 

Priip. Nr. 242 Erhitzungszeit (Min.) . .| 0 5 10 | 17 | 25 } 40 
ACo = 179000] Aquiv. NaOH f. 1 Atom P| 0,75 j 0,94 | 1,04 | 1,15 | 1,21 | 1,20 


























1) Myrbick u. Larsson, Diese Z. 225, 131 (1934). 
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Einige weitere Beispiele sind in vorstehender Tabelle zusammengefaBt. 
Die Versuche sind so ausgefiihrt, daB die Lésung (1—10 mg Substanz) gegen 
Phenolphthalein neutralisiert wurde, dann erhitzt, dann wieder neutrali- 
siert usw. Die angefiihrten Zeiten sind die totalen Erhitzungszeiten. 


Die Lésung 242 war durch Blei-Barytfillung gewonnen und ent- 
hielt eine Spur von Baryt, so daB die Titrierwerte durchweg etwas zu 


niedrig sind. 

DaB zwischen der Aktivitit der Lisungen und der Zunahme 
des Alkaliverbrauches bei der Inaktivierung durch Erhitzen in 
neutraler Lésung ein wahrer Zusammenhang besteht, geht auch 
aus folgendem Versuch hervor: Ein Praparat 229 mit ACo = 37000 
wurde nach der friiher beschriebenen Methode mit Bleiacetat 
und Baryt in finf Fraktionen zerlegt. In folgender Tabelle findet 
man die Co-Zymasemenge in den Fraktionen (Co-Hinheiten pro 
Kubikzentimeter) sowie die zur Neutralisation von 1 ccm ver- 
brauchten Laugenmengen vor und nach Erhitzen wihrend 12 Mi- 
nuten in neutraler Liésung: 

















Tabelle 2. 
ecm 0,01 n-NaOH 
Fraktion Co/ccm 
vor Erhitzen | nach Erhitzen 

I 0 0,58 0,58 

II 20 0,66 0,68 
Ill 120 0,98 1,04 
IV 410 0,77 1,00 
V 320 0,50 | 0,63 











Es ist also deutlich, daB bei diesen schon weitgehend vor- 
gereinigten Lisungen die Aktivitéit und die Zunahme des Laugen- 
verbrauches parallel gehen. Bei sehr unreinen Lésungen ist 
dies wie zu erwarten keineswegs der Fall. 


Unter Anwendung des Priparates 242 wurde eine Titrations- 
kurve der Co-Zymase festgelegt. Bei allen diesbeziiglichen Ver- 
suchen wurden die Co-Zymaselésungen (im allgemeinen 1 oder 2 ccm 
der etwa 0,5°/,igen Lésungen) mit verschiedenen Mengen einer 
0,0112 n-kohlensiurefreien Lauge versetzt und das p,, elektro- 
metrisch gemessen. Dabei kam meistens die Chinhydronelektrode, 
in einigen Fallen die Wasserstoffelektrode zur Anwendung. Aus 
der gefundenen p,,-Zahl und der Laugenkonzentration wurde die 
»korrigierte Zahl Baseniquivalente‘ nach Levene _berechnet. 
Wenn c die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes, h die 
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Wasserstoffionen- und oh die Hydroxylionenkonzentration bedeutet, 


K. Myrbiack, 


so ist die korrigierte Zahl Baseniquivalente 





c 


b’ hin [NaOH] + h —oh 


Die Konzentration der Co-Zymase ist iiberall aus dem Phos. 
phorgehalt berechnet. In folgenden Tabellen bedeutet b die Kon. 
zentration der zugesetzten Lauge. 


























Tabelle 3. 
b Pu h C b’ 
0 3,47 0,00034 0,0049 0,07 
0,00103 3,92 0,00012 0,004.4 0,26 
0,00188 4,65 0,00002 0,0041 0,46 
0,00248 5,95 —_ 0,0038 0,65 
0,00274 1,77 — 0,0037 0,74 
0,00300 8,28 a 0,0036 0,84 


Um alle Irrtiimer zu vermeiden wurde die Titrationskurve der 
Guanylsiure in derselben Weise bestimmt; 3,5 mg der reinen 


Substanz wurden in 1 ccm Wasser gelést: 




















Tabelle 4. 

b h c b’ 

. i ie Sie ee 

0 2,34 0,0046 0,0097 0,47 
0,00103 2,51 0,0031 0,0088 0,47 
0,00196 2,63 0,0023 0,0080 0,54 
0,00261 2,78 0,0019 0,0075 0,60 
0,00323 2,86 0,0014 0,0069 0,67 
0,00881 3,09 0,0008 0,0064 0,72 
0,00424 3,34 0,0001 0,0061 0,78 
0,00469 8,92 -_ 0,0057 0,85 
0,00502 4,79 ~ 0,0054 0,94 
0,00547 5,42 _— 0,0050 1,09 
0,00579 5,69 _ 0,0047 1,23 
0,00617 6,02 ae 0,0044 1,40 
0,00659 6,56 — 0,0040 1,63 
0,00679 6,94 on ,0039 1,75 
0,00695 7,76 ie 0,0037 1,87 
0,00712 8,26 abi 0,0036 1,93 


Die zwei Kurven findet man in der Fig. 1. 














Daselbst ist 


die von Levene gefundene Kurve der Guanylsiure (ausgezogen). 
Meine Werte sind mit Kreuzen angegeben. Die Ubereinstimmung 
ist gut. Von dieser Kurve unterscheidet sich die der Co-Zymase 
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stark (gestrichelte Kurve). Man sieht ohne weiteres, daB die Co- 
Zymaselésung schon mit weniger als einem Aquivalent neutral ist, 
ua die Guanylsaure die berechneten zwei Aquivalente Lauge 
bei der Neutralisation zu p, = 9 verbraucht. DaB weniger als 
ein Aquivalent von der Co-Zymase verbraucht wird, hingt mit 
der kleinen Verunreinigung durch Ba(OH), zusammen. Vg). unten. 





is = . bj 
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Wie erwahnt, ist die zur Neutralisation nétige Menge Natron- 
lange fiir eine durch Kochen inaktivierte Co-Zymaselésung gréBer 
als fiir eine aktive. Wenn die Inaktivierung bei dem natiirlichen 
», der Lésungen (etwa 3,5) oder in neutraler Lésung geschieht, 
ist der Verbrauch an Lauge im allgemeinen etwa 30°/, gréBer 
bei der inaktivierten Lésung. Es ist also deutlich, daB die In- 
aktivierung von einer Freisetzung saurer Gruppen begleitet ist. 
Ks liegt nahe anzunehmen, daB die Inaktivierung eben in der 
Sprengung einer esterartigen Bindung besteht. Selbstverstandlich 
kénnen auch daneben andere Anderungen im Co-Zymasemolekiil 
zu Inaktivierung fiihren. Wenn angenommen wird, daB bei der 
Inaktivierung eine esterartige Bindung gelést wird, kann erwartet 
werden, daB die Geschwindigkeit dieser Sprengung schon in 
schwach alkalischer Lisung sehr stark vergréBert ist. DaB die 
Inaktivierung bei Uberschreiten des Neutralpunktes schnell zu- 
nimmt, ist schon lange bekannt. Es wurde nun mit verschiedenen 
Co-Zymaselésungen untersucht, wie sich die zur Neutralisation 
nétige Menge Lauge nach Erhitzen in schwach alkalischer Lésung 
verhalt. Die Lésungen wurden also mit Lauge gegen Phenol- 
phthalein titriert, dann wurde noch die gleiche bis fiinffache Menge 
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Lauge zugesetzt, eine Zeitlang im kochenden Wasserbade erhitz; 
und nach Abkihlen mit Schwefelsiure zuriicktitriert. Es wurd 
gefunden, daB schon nach sehr kurzem Erhitzen (1 Minute) die 
Lésungen, die in aktiven Zustiinden etwa einem Aquivalent Lang 
entsprachen, nunmehr ziemlich genau zwei Aquivalente yer. 
brauchten. Es ist also klar, daB bei der kurzen Erhitzung jn 
sehr schwach alkalischer Lésung (weniger als 0,01 n-Alkali) in 
der aktiven Co-Zymase eine Bindung gelést wird, wobei eine 
saure Gruppe frei wird, die gegen Phenolphthalein titrierbar ist, 
Besondere Versuche zeigten, da sie dagegen mit Methylorang 
nicht und mit Methylrot-Methylenblau nur zum kleinen Teil mit. 
titriert wird. Es ist also zu schlieBen, daB die Gruppe in den 
Gebiet p, = etwa 5,5—7,5 dissoziiert. Bevor wir uns mit der 
Deutung dieser Ergebnisse befassen, seien einige quantitative Ver. 
suche iiber die Titrationskurven mitgeteilt: Von dem Priparat 273 
wurde die Titrationskurve aufgenommen. Eine andere Portion 
wurde mit etwa drei Aquivalenten Lauge versetzt, 17 Minuten 
erhitzt und dann mit genau soviel Schwefelsiiure versetzt als der 
Lauge entsprach. Dann wurde auch hier die Titrationskurve in 
der oben beschriebenen Weise festgelegt. Zusammenfassung in 
der Tab. 5. 

















Tabelle 5. 
Aktive Lésung Mit Alkali erhitzte Lésung 
b | c Pu b’ b c Pu b 
0 0,00380 | 3,81 | 0,13 0 0,00125 | 3,48 | 0,29 


0,000535 | 0,00362 | 3,61 | 0,22 | 0,000358 | 0,00121 | 3,61 | 0,51 
0,00102 | 0,00345 | 3,82 | 0,33 | 0,000694 | 0,00117 | 3,85 | 0,71 
0,00150 | 0,00329 | 4,14 | 0,48 | 0,00104 | 0,00113 | 4,17 | 0,99 
0,00187 | 0,00315 | 4,41 | 0,61 | 0,00130 | 0,00110 | 4,44 | 1,22 
0,00224 | 0,00305 | 4,97 | 0,74 | 0,00158 | 0,00107 | 5,04 | 1,48 
0,00248 | 0,00292 | 6,44 | 0,86 | 0,00187 | 0,00104 | 5,83 | 1,80 
0,00274 | 0,00286 | 7,92 | 0,96 | 0,00212 | 0,00101 | 6,71 | 2,08 
0,00224 | 0,00100 | 7,15 | 2,24 























Der Unterschied ist sehr deutlich. Die aktive Lésung ver- 
halt sich wie eine einbasische Siure, die inaktivierte wie eine 
zweibasische. Da das Priparat 273 nicht zu den allerbesten 
zihlte (es enthielt z. B. méglicherweise Baryt), wurde daraus 
durch Fallung mit Quecksilberacetat, griindliches Waschen des 
Niederschlages mit Wasser und Zersetzung mit H,S ein Prapa- 
rat 275 hergestellt, das zu den Hauptversuchen angewandt wurde. 
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ACo = 81000. Phosphorgehalt 7,92°/,; 2,23 mg Substanz pro ccm. 


{ccm der Lésung verbrauchte gegen Phenolphthalein 0,55 ccm 
0,0112 n-NaOH. 


Versuch 1. Titrationskurve der aktiven Lésung 275. 


Versuch 2. 1 cem Lésung 275 + 1,5 ccm 0,0112 n-Lauge wurden 
10 Minuten im Wasserbade erhitzt, abgekiihlt und mit 1,5 cem 0,0112 n-H,SO, 
versetzt. Dann die Titrationskurve wie gewohnlich bestimmt. 























Tabelle 6. 
_ Aktive Lésung Mit Alkali erhitzte Lésung 
b c PH b’ b | Cc PH b’ 
0 0,00571 3,30 | 0,09 0 0,00141 3,45 0,25 
0,00102 | 0,00519 | 3,74 | 0,23 | 0,000527 | 0,00184 | 3,79 | 0,51 
0.00187 | 0,00476 | 4,10 | 0,41 | 0,00100 | 0,00128 | 4,17 | 0,84 
0,00258 | 0,00489 | 4,48 | 0,59 | 0,00123 | 0,00125 | 4,49 | 1,01 
0.00320 | 0,00408 | 5,18 | 0,79 | 0,00144 | 0,00122 | 4,79 | 1,20 
0.00374 | 0,00881 | 7,64 | 0,98 | 0,00167 | 0,00120 | 5,30 | 1,39 
0.00393 | 0,00371 | 8,23 | 1,06 | 0,00184 | 0,00117 | 5,85 | 1,57 
0,00203 | 0,00115 | 6,53 | 1,76 
0,00221 | 0,00113 | 7,14 | 1,96 
0,00238 | 0,00111 | 7,96 | 2,14 



































Fig. 2. 


Die zu diesen Versuchen gehérigen Kurven findet man in 
der Fig. 2 mit 1 bzw. 2 bezeichnet. Kindeutig geht hervor, daB 
in der aktiven Co-Zymase nur eine saure Gruppe gegen Phenol- 
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phthalein titrierbar ist, daB aber bei der kurzen Erhitzung nif 
Lauge eine zweite freigesetzt wird. Zum Vergleich ist in dof 
Fig. 2 die Titrationskurve der t-Adenylsdure (nach Wassermeyey — 


eingezeichnet. Wie ersichtlich, fallt die Kurve der inaktivierte, 


Co-Zymase mit der der Muskeladenylsiure teilweise nicht 2. — 
sammen. Man muB aber dabei bedenken, daB bei der Alkali. & 
spaltung der Co-Zymase aufSer der ¢-Adenylsdure noch cin § 
zweite bis auf weiteres nicht naher bekannte Verbindung ent. § 


steht. 


Die Verhialtnisse bei der Alkalispaltung wurden nun etwa — 
naher untersucht. Es wurde u. a. festgestellt, daB auch bei ziemlic & 


langem Kochen keine freie (mit Embdens Reagenz fallbar: 
Phosphorsaéure entsteht. Weiter wurde, wie erwartet, gefunden, 


daB in 0,01 n-Lauge die Inaktivierung bei 100° schon nach sehr § 


kurzer Zeit vollstaindig ist. Bei der Erhitzung ohne Lauge, aly 
bei p,, = etwa 3,5 war die Inaktivierung nach einer Stunde voll. 
stindig. Dabei hatte keine merkbare Spaltung der Adenylsiur 
stattgefunden, d. h. mit saurer Silbersulfatlésung wurde nichts 
ausgefallt (Adenin). 


Versuch 3. 1 ccm 275 wurde mit 1,5 com Lauge 5 Minuten 
erhitzt. Sonst wurde wie in Versuch 2 verfahren. 


Versuch 4. Wie Versuch 2 und 3, nur wurde 30 Minute: 
erhitzt. 


Versuch 5. Wie Versuch 4, nur wurde 1,2 statt 1,5 ccm 
Lauge zugesetzt. 


Versuch 6. Wie Versuch 4 aber mit 0,8 ccm Lauge. 

Versuch 7. Wie Versuch 5 aber mit 0,5 ccm Lauge. 

Versuch 8. Lésung 275 wurde bei dem natiirlichen p,, (3,36) 
60 Minuten erhitzt. 


Versuch 9. Wie Versuch 8. Erhitzung dauerte aber nu 
30 Minuten. 

Versuch 10. 1 Kubikzentimeter der in Versuch 9 bei saurer 
Reaktion erhitzten Lisung wurde mit 1,5 ccm Lauge 10 Minuten 
erhitzt. Dann mit Schwefelsiure versetzt usw. 


Die Resultate der elektrometrischen Bestimmungen sind in 
der Tab. 7 zusammengefaBt. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sieht man am einfachsten 
aus den Fig. 2 und 3, wo die Kurven mit den Nummern der 
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Tabelle 7. 
b ¢ Pu b’ b c Pu b’ 
Versuch 3 Versuch 4 
0 0,00141 | 3,50 | 0,23 0 » 0,00141 | 3,50 | 0,23 
0,00077 | 0,00131 | 4,03 | 0,66 0,00077 | 0,00181 | 3,93 | 0,67 
0,00123 | 0,00125 | 4,55 | 1,01 0,00123 | 0,00125 | 4,41 | 1,02 
0.00144 | 0,00122 | 4,93 | 1,19 0,00144 | 0,00122 | 4,97 | 1,19 
0,00165 | 0,00120 | 5,37 | 1,38 0,00165 | 0,00120 | 5,07 | 1,38 
0,00184 | 0,00117 | 5,97 | 1,57 0,00184 | 0,00117 | 5,44 | 1,57 
0.00203 | 0,00115 | 6,86 | 1,77 0,00203 | 0,00115 | 5,97 | 1,76 
0.00221 | 0,00113 | 7,38 | 1,96 0,00221 | 0,00113 | 6,53 | 1,96 
000238 | 0,00111 | 7,93 | 2,14 0,00238 | 0,00111 | 7,07 | 2,15 
0,00256 | 0,00109 | 7,43 | 2,35 
0,00272 | 0,00107 | 8,09 | 2,54 
Versuch 5 Versuch 6 
0 0,00166 | 3,36 | 0,27 0 0,00217 | 3,30 | 0,23 
0,00090 | 0,00153 | 3,93 | 0,67 0,00115 | 0,00195 | 3,98 | 0,64 
0,00142 | 0,00145 | 4,41 | 1,01 0,00179 | 0,00183 | 4,55 | 0,99 
0,00166 | 0,00141 | 4,74 | 1,19 0,00208 | 0,00177 | 5,13 | 1,18 
0,00189 | 0,00138 | 5,08 | 1,38 0,00236 | 0,00172 | 6,23 | 1,37 
0,00211 | 0,001385 | 5,60 1,56 0,00262 | 0,00167 | 7,64 | 1,57 
0,00232 | 0,00132 | 6,16 | 1,76 
0,00252 | 0,00129 | 7,02 | 1,95 
0,00271 | 0,00126 | 7,59 | 2,15 
Versuch 7 Versuch 8 
0 0,00284 | 3,50 | 0,11 0 0,00571 | 3,36 | 0,08 
0,00145 | 0,00246 | 4,31 | 0,61 0,00187 | 0,00476 | 3,93 | 0,42 
0,00222 | 0,00227 | 5,19 | 0,98 0,00320 | 0,00408 | 4,66 0,76 
0,00257 | 0,00218 | 6,93 | 1,18 0,00374 | 0,00381 | 5,18 | 0,98 
0,00288 | 0,00210 | 8,25 | 1,87 0,00420 | 0,00357 | 7,07 | 1,18 
0,00461 | 0,003386 | 8,46 | 1,38 
Versuch 9 Versuch 10 
0 0,00571 | 3,30 | 0,09 0 0,00141 | 3,45 | 0,25 
0,00258 | 0,00439 | 4,31 | 0,60 0,00077 | 0,00131 | 3,98 | 0,66 
0,00326 | 0,00405 | 4,71 | 0,81 0,00123 | 0,00125 | 4,48 | 1,01 
0,00374 | 0,00381 | 5,57 | 0,98 0,00144 | 0,00122 | 4,79 | 1,20 
0,00420 | 0,00357 | 8,02 | 1,18 0,00167 | 0,00120 | 5,24 | 1,40 
0,00184 | 0,00117 | 5,88 | 1,60 
0,00203 | 0,00115 | 6,37 | 1,77 
0,00221 | 0,001138 | 6,93 | 1,96 
0,002388 | 0,00111 | 7,64 | 2,14 















































Versuche bezeichnet sind. Folgendes kann geschlossen werden. 
Die Co-Zymase, die in aktivem Zustande ein Aquiv. NaOH ver- 
braucht, geht bei kurzem Erhitzen in eine zweibasische Saure 
iiber, die, aus alteren Versuchen (besonders iiber die Gewinnung 
der normalen Inosinséure nach Desaminieren) zu schlieBen, mit 
der ¢-Adenylsiure identisch ist. Aus den Kurven 2 und 3 sieht 
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man, da8 in etwa 0,007 n-NaOH die Umwandlung schon na¢) i 


5 Minuten bei Wasserbadtemperatur volistindig ist. Weitere Ver. 
suche, die hier nicht angefiihrt werden sollen, haben tibrigens 
ergeben, daB dies schon nach einer Minute der Fall ist. Be; 
lingerem Erhitzen in alkalischer Lésung erfolgt, wie Versuch 4 
zeigt, sehr langsam eine weitere Umwandlung (der neben de 
Adenylsaure gebildeten Substanz). Bei Erhitzen der Co-Zymase 
in schwach saurer Lésung ist, wie aus den Versuchen J, 8 und § 
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hervorgeht, die Spaltung der betreffenden Bindung viel langsamer. 
Setzt man zu einer in schwach saurer Lésung inaktivierten (o- 
Zymaselésung Alkali und erhitzt wieder, so tritt, wie die Ver- 
suche 9 und 10 lehren, die vollstindige Spaltung ein. Geschieht 
die Erhitzung mit Alkalimengen, die zu der Neutralisation der 
entstehenden sauren Gruppe nicht ausreichen, so tritt, wie man 
aus den Versuchen 6 und 7 sehen kann und wie man selbst- 
verstindlich erwarten konnte, keine vollstindige Spaltung ein. 


In mehreren dlteren Arbeiten, meistens aus diesem Labora- 
torlum, wurde versucht, die Reaktion, die zu der schnellen In- 
aktivierung der Co-Zymase in alkalischer bzw. neutraler Lésung 
fiihrt, zu finden. Nach dem obigen kann nun geschlossen werden, 
daB die auBerst schnelle Inaktivierung in schwach alkalischer 
Lésung auf der Spaltung einer esterartigen Bindung im Molekiil 
beruht, wobei also eine gegen Phenolphthalein titrierbare saure 
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"Gruppe entsteht, Beziiglich der Inaktivierung in schwach saurer 
_[—f Lésung zeigen meine Versuche, da8 die Inaktivierung vollstindig 
ist, wenn diese Bindung nur zu beispielsweise 30°/, gesprengt 
' worden ist. Es ist also anzunehmen, da8 in schwach saurer und 
neutraler, auBerdem vielleicht auch in alkalischer Lésung, auBer 
der Lésung der esterartigen Bindung noch eine zweite Reaktion 
 stattfindet, die zu Inaktivierung der Co-Zymase fihrt. Weitere 
_ Versuche, iiber die spiter berichtet werden soll, haben auch ge- 
' zeigt, daB dies der Fall ist. Diese Reaktion tritt nicht in dem 
| t-Adenylsaiureteil der Co-Zymase ein. 


Uber die chemische Natur der aktiven Co-Zymase kann nun 


| folgendes gesagt werden: Sie besteht zum gréBten Teil aus 
| t-Adenylsiiure. Da sie eine einbasische Saure ist, muB geschlossen 
_ werden, daB eine von den zwei OH-Gruppen des Phosphorsiure- 
_ restes der Adenylsiure in der aktiven Co-Zymase nicht frei ist, 
- daB die Formel also sein mub: 


Adenosin—PO(OH)—R. 


' Bei der Inaktivierung in alkalischer Lisung wird R abgesprengt. 
Es muB8 selbstverstiindlich erwartet werden, daB dies auch in 
: saurer Lésung stattfindet, wie iibrigens die Desaminierungsversuche 
| mit Nitrit—Hisessig zeigen. 


Da man nun aus A&lteren Versuchen wuBte, daB aus der 


| Co-Zymase viel Inosins’ure gewonnen werden konnte, lag es 
_ nahe, die Annahme zu priifen, daB die Co-Zymase ein Dinucleotid 
_ der Adenylsaure sein konnte: 


Adenosin—PO(OH)—O—(OH)PO—Adenosin. 


Dies ist aber nicht méglich, denn es ist leicht zu zeigen, daB 


_ der Rest R ganz andere Eigenschaften als das Adenosin hat. Da 
weiter in einer friiheren Arbeit gezeigt werden konnte, daB die 
_ Co-Zymase soviel Adenin enthilt, als mehr als 80°/, vom Total- 
_ stickstoff entspricht, muB geschlossen werden, daB der Rest R 
_ kein Adenin enthalt. Man kénnte dann denken, daB R ein 
' anderes Mononucleotid als ¢-Adenylsiure sein sollte. Dies ist 
_ aber auch nicht der Fall. R ist eine ganz andere Verbindung, 
die mit gréBter Wahrscheinlichkeit keinen Phosphor enthalt. 


Mit Vorbehalt soll noch folgendes zugefiigt werden: In der 


| zitierten Arbeit wurde gezeigt, daB eine Mehrzahl hochgereinigter 
_ Co-Zymasepraparate etwa so viel Purinstickstoff enthalt, als 
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80—85°/, vom Totalstickstoff entspricht. Man sollte daraus 
schlieBen, daB auBer dem Adenin im Co-Zymasemolekiil noch 
ein Atom Stickstoff vorkommt. Es wire also zu schlieBen, dag 
der Rest R ein N enthalt. Wire die Bindung zwischen R und 
Phosphorséure eine Esterbindung, kénnte wohl eine wesentlich 
gréBere Stabilitét dieser Bindung erwartet werden. Dagegen ist 
ja in den meisten Fallen die Bindung zwischen Phosphorsiure 
und Aminogruppe sehr leicht lésbar. Es liegt nahe anzunehmen, 
da die Bindung in der Co-Zymase, die so leicht gesprengt wird, 
eine Amidbindung ist, daB also die Formel sein sollte 


C,H,N,—C,H,0,—0—PO(OH)—NH-Rest. 
Unter allen Umstiinden ist es klar, daB die Hefe-Co-Zymase 
ein Beispiel von einem ganz neuen Typus von Verbindungen ist, 


Mit der ni&heren Charakterisierang des Restes R bin ich 
beschiftigt. 
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